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Abstrakt:
Prionova´ onemocneˇn´ı sice prˇedstavuj´ı jen malou cˇa´st ze vsˇech zna´my´ch neurode-
generativn´ıch nemoc´ı, prˇesto si zaslouzˇ´ı nasˇi pozornost vzhledem k faktu, zˇe se jedna´
o smrtelne´ a dosud nevyle´cˇitelne´ choroby maj´ıc´ı i potencia´l zp˚usobit vznik epidemie.
Prˇestozˇe se veˇdci t´ımto te´matem zaby´vaj´ı jizˇ mnoho let, existuje sta´le´ rˇada nezod-
poveˇzeny´ch ota´zek o mechanismu vzniku a sˇ´ıˇren´ı prionovy´ch onemocneˇn´ı. V soucˇasnosti
nejslibneˇjˇs´ı teori´ı, jenzˇ vysveˇtluje podstatu nemoci konverz´ı buneˇcˇne´ho prionove´ho
proteinu (PrPC) v patologicky´ prionovy´ protein (PrPSc), je ”protein-only” hypote´za.
Du˚lezˇity´m na´strojem prˇi dokazova´n´ı te´to hypote´zy je mimo jine´ i rekombinantn´ı pri-
onovy´ protein. Prˇedkla´dana´ diplomova´ pra´ce shrnuje dosavadn´ı u´speˇchy v oveˇrˇova´n´ı
prionove´ hypote´zy. V experimenta´ln´ı cˇa´sti se zaby´va´me prˇ´ıpravou mysˇ´ıho rekombi-
nantn´ıho prionove´ho proteinu (mrPrP) v bakteri´ıch E. coli. Strukturu purifikovane´ho a
renaturovane´ho proteinu jsme oveˇrˇovali pomoc´ı CD spektroskopie. V dalˇs´ı fa´zi nasˇeho
vy´zkumu jsme se zameˇrˇili na studium vlivu posttranslacˇn´ı neenzymaticke´ modifikace,
konkre´tneˇ glykace, na stabilitu proteinu.
Kl´ıcˇova´ slova: PrPC , PrPSc, ”protein-only” hypote´za, mrPrP, CD spektroskopie, post-
translacˇn´ı neenzymaticka´ modifikace, glykace
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Abstract:
Although prion diseases represent only a small fraction of all known neurodegenra-
tive illnesses, they deserve our attention mainly due to the fact that they are lethal,
incurable by today, and having a potential to cause a serious epidemic. Even though
this topic has been studied for many years, there are still many unanswered questions
concerning both the mechanism, and the spread of prion diseases. The most promising
current theory is the protein-only hypothesis, which explains the fundamental of the ill-
ness by the conversion of cellular prion protein (PrPC) into pathological prion protein
(PrPSc). The important tool in proving this theory is also a recombinant prion pro-
tein. The presented thesis summarizes existing successes in the proving of protein-only
hypothesis. In the experimental part, we prepared the mouse recombinant prion pro-
tein (mrPrP) in E. coli bacteria. The structure of the purified and renaturated protein
was verified by CD spectroscopy. Next, we focus on the effects of the posttranslational
nonenzymatic modification of mrPrP by glycation on the stability of the protein.
Keywords: PrPC , PrPSc, protein-only hypothesis, mrPrP, CD spectroscopy, posttranslati-
onal nonenzymatic modification, glycation
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Kapitola 1
U´vod
1.1 Prionova´ onemocneˇn´ı
Prionova´ onemocneˇn´ı, take´ oznacˇovana´ jako transmisivn´ı spongiformn´ı encefalopatie
(TSE), patrˇ´ı do rozsa´hle´ skupiny neurodegenerativn´ıch chorob, ktere´ postihuj´ı lidi i
ostatn´ı zv´ıˇrata. Tato vza´cna´ smrtelna´ onemocneˇn´ı se vyznacˇuj´ı charakteristicky´mi kli-
nicky´mi a patologicky´mi prˇ´ıznaky, naprˇ. dlouhou inkubacˇn´ı dobou, chybeˇj´ıc´ı imunitn´ı
odpoveˇd´ı organismu a typicky´mi neuropatologicky´mi znaky jaky´mi jsou odumı´ra´n´ı neu-
ron˚u, tvorba amyloidn´ıch plak˚u a spongiformn´ı vzhled mozkove´ tka´neˇ.
Lidska´ prionova´ onemocneˇn´ı se v nejveˇtsˇ´ım pocˇtu prˇ´ıpad˚u objevuj´ı jako sporadicka´
bez zjevne´ prˇ´ıcˇiny. Da´le mohou by´t zp˚usobena geneticky a velmi ojedineˇle i infekcˇn´ım
prˇenosem. Pra´veˇ tato posledn´ı mozˇnost vzniku nemoci znacˇneˇ odliˇsuje TSE od ostatn´ıch
chorob, jezˇ jsou spojova´ny s akumulac´ı konformacˇneˇ pozmeˇneˇny´ch forem protein˚u (amy-
loid˚u), naprˇ. cystickou fibro´zou, hemolytickou ane´mii, diabetem typu II, amyotropickou
latera´ln´ı sklero´zou nebo Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou.
Du˚lezˇity´m poznatkem studia TSE je fakt, zˇe tato onemocneˇn´ı jsou prˇenosna´, ale
nejsou nakazˇliva´. K prˇenosu mu˚zˇe doj´ıt beˇhem le´karˇsky´ch za´krok˚u prˇi pouzˇit´ı kontami-
novany´ch na´stroj˚u nebo biologicke´ho materia´lu od infikovane´ho da´rce. Nejzna´meˇjˇs´ım in-
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fekcˇneˇ sˇ´ıˇreny´m prionovy´m onemocneˇn´ı se stalo kuru, jezˇ zp˚usobilo v 50. letech epidemi´ı
mezi domorody´mi kmeny zˇij´ıc´ımi na ostroveˇ Nova´ Guinea. Za proka´za´n´ı infekcˇn´ıho
p˚uvodu kuru obdrzˇel v roce 1976 americky´ le´karˇ Daniel Carleton Gajdusek Nobelovu
cenu. Avsˇak nejstarsˇ´ı popsanou TSE je ovcˇ´ı nebo koz´ı klusavka zvana´ ”scrapie”. Tato
choroba je zna´ma uzˇ bezma´la 300 let a nikdy nedosˇlo k jej´ımu prˇenosu na cˇloveˇka. Pa-
noval tedy obecny´ prˇedpoklad existence mezidruhove´ barie´ry, ktera´ zabranˇuje prˇenosu
choroby mezi jednotlivy´mi druhy. Tento prˇedpoklad ale padl s na´stupem epidemie ne-
moci sˇ´ıleny´ch krav (BSE), jezˇ doka´zala prˇekonat barie´ru a prˇene´st se infikovany´m ma-
sem i na cˇloveˇka v podobeˇ variantn´ı Creutzfeld-Jakobovy choroby (vCJD).
1.2 Infekcˇn´ı agens
Po teˇchto prvn´ıch objevech se dalˇs´ı vy´zkum prionovy´ch onemocneˇn´ı soustrˇedil na hleda´n´ı
infekcˇn´ıho agens, jenzˇ by bylo zodpoveˇdne´ za vznik teˇchto chorob (zna´zorneˇno na obr.
1.1, str. 10). Jedna z teori´ı prˇedpokla´da´, zˇe p˚uvodcem onemocneˇn´ı je pomaly´ virus s ne-
obvykle dlouhou inkubacˇn´ı dobou mezi expozic´ı infekcˇn´ım agens a objeven´ım symptomu˚
[1]. S dalˇs´ımi objevy na tomto poli se rozsˇ´ıˇril i na´zor, zˇe p˚uvod infekcˇn´ıho agens je znacˇneˇ
odliˇsny´, ve srovna´n´ı s bakteriemi nebo viry, a to jak prˇ´ıliˇs malou velikost´ı, tak i rezistenc´ı
v˚ucˇi ultrafialove´mu a ionizacˇn´ımu za´rˇen´ı nebo beˇzˇny´m sterilizacˇn´ım postup˚um [2]. Po-
kusy o nalezen´ı viru jako p˚uvodce TSE nebyly dosud u´speˇsˇne´. Tyto a i dalˇs´ı vy´sledky
vedly ke zmeˇneˇ teorie z virove´ na virionovou teorii. Tato teorie definuje virion jako
malou informacˇn´ı molekulu (jako nukleova´ kyselina) asociovanou s hostitelsky´m protei-
nem tvorˇ´ıc´ım obal te´to cˇa´stice [3, 4]. Tento na´zor vsˇak nemeˇl velkou podporu veˇdc˚u, a
tak se dalˇs´ı vy´zkum prionovy´ch onemocneˇn´ı zacˇal prˇikla´neˇt k jine´ alternativeˇ, prionove´
hypote´ze.
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Obra´zek 1.1: Sche´maticke´ zna´zorneˇn´ı viru, virionu a prionove´ho proteinu jako mozˇny´ch in-
fekcˇn´ıch agens prionovy´ch onemocneˇn´ı (v porˇad´ı zleva doprava), prˇevzato z [5]
1.3 Prionova´ hypote´za
Prionova´ hypote´za (tzv. ”protein-only” hypote´za) byla poprve´ navrzˇena J.S.Griffithem
v roce 1967 a jej´ı za´kladn´ı prˇedpoklad je, zˇe p˚uvod onemocneˇn´ı tkv´ı pouze v proteinu [6].
Od 80. let je tato teorie podporova´na prˇedevsˇ´ım Stanleyem Prusinerem, ktery´ navrhl
i soucˇasne´ oznacˇen´ı proteinu prion jako zkratku z anglicky´ch slov ”proteinaceous and
infectious” a jenzˇ za objev tohoto proteinu jako p˚uvodce TSE obdrzˇel v roce 1998
Nobelovu cenu [7].
Podle prionove´ hypote´zy je vznik TSE spojen pouze s prˇemeˇnou norma´ln´ıho, or-
ganismu vlastn´ıho buneˇcˇne´ho prionove´ho proteinu PrPC v patologicky´ protein PrPSc.
Beˇhem tohoto posttranslacˇn´ıho deˇje docha´z´ı ke zmeˇneˇ v zastoupen´ı sekunda´rn´ıch struk-
tur, konkre´tneˇ nar˚usta´ mnozˇstv´ı struktury skla´dane´ho listu v molekule proteinu PrPSc,
jenzˇ se t´ım sta´va´ rezistentn´ım v˚ucˇi proteoly´ze, nerozpustny´m v neionogenn´ıch detergen-
tech a schopny´m tvorˇit agrega´ty [8]. (na´zvoslov´ı jednotlivy´ch forem prionove´ho proteinu
shrnuto v tab. 1.1, str. 11)
Pochopitelneˇ existuj´ı i pochybnosti o pravdivosti prionove´ hypote´zy [9]. Prˇedevsˇ´ım
nen´ı sta´le objasneˇna existence mnozˇstv´ı prionovy´ch kmen˚u (”strains”), ktere´ se od
sebe odliˇsuj´ı inkubacˇn´ı dobou, klinicky´mi prˇ´ıznaky, de´lkou trva´n´ı choroby a lokalizac´ı
agrega´t˚u PrPSc v mozku, ale take´ fyzika´lneˇ chemicky´mi charakteristikami proteinu
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[10]. Jednou z odpoveˇd´ı na tyto ota´zky je podle prionove´ hypote´zy neobvykla´ schopnost
PrPSc zauj´ımat rˇadu stabiln´ıch konformac´ı, jezˇ mohou prˇemeˇnˇovat dalˇs´ı molekuly PrPC
v infekcˇn´ı protein. Dalˇs´ım vysveˇtlen´ım mu˚zˇe by´t existence dosud nepopsane´ho proteinu,
jezˇ napoma´ha´ prˇemeˇneˇ PrPC v PrPSc, nazvane´ho prozat´ım faktor X [10].
K vyrˇesˇen´ı teˇchto ota´zek smeˇrˇuje rozsa´hly´ vy´zkum, jehozˇ vy´sledky by meˇly defini-
tivneˇ proka´zat prionovou hypote´zu.
Tabulka 1.1: Na´zvoslov´ı jednotlivy´ch forem prionove´ho proteinu, upraveno podle [5]
PrP obecne´ oznacˇen´ı prionove´ho proteinu
PrPC buneˇcˇny´ prionovy´ protein
PrPSc patologicky´ ”scrapie” prionovy´ protein
PrP-res prionovy´ protein cˇa´stecˇneˇ rezistentn´ı v˚ucˇi proteoly´ze
PrP27-30 rezistentn´ı fragment prionove´ho proteinu po sˇteˇpen´ı proteinasou K
1.4 Du˚kaz prionove´ hypote´zy
Je zrˇejme´, zˇe definitivn´ı d˚ukaz prionove´ hypote´zy spocˇ´ıva´ v prˇ´ıpraveˇ plneˇ infekcˇn´ıho
PrPSc in vitro [11]. Pokud je totizˇ tento patologicky´ protein on´ım infekcˇn´ım agens
a replikace tohoto proteinu za´vis´ı na interakci s PrPC , meˇl by by´t cely´ tento proces
reprodukovatelny´ i v laboratorn´ıch podmı´nka´ch, cozˇ je c´ılem mnoha vy´zkumny´ch ty´mu˚
[5].
Jedn´ım z prˇ´ıstup˚u, jezˇ by mohly napomoci proka´za´n´ı prionove´ hypote´zy, je prˇemeˇna
rekombinantn´ıho prionove´ho proteinu v protein vykazuj´ıc´ı strukturu skla´dane´ho listu a
biochemicke´ a biologicke´ vlastnosti PrPSc [5]. V soucˇasnosti se rˇada laboratorˇ´ı soustrˇe-
d’uje na pokusy o vyvola´n´ı infekce takto prˇipraveny´m proteinem u laboratorn´ıch zv´ıˇrat,
a to jak u standardn´ıch (”wild-type”) mysˇ´ı, tak i u transgenn´ıch mysˇ´ı, u ktery´ch ale
zjevneˇ existuje mnoho pochyb ohledneˇ spra´vnosti vy´sledk˚u, a to zejme´na u mysˇ´ı expri-
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muj´ıc´ıch PrPC ve zvy´sˇene´ mı´ˇre. V neda´vne´ dobeˇ byly publikova´ny vy´sledky neˇkolika
u´speˇsˇny´ch pokus˚u na ”wild-type” mysˇ´ıch, ktere´ byly infikova´ny mysˇ´ım rekombinantn´ım
proteinem, pozmeˇneˇny´m r˚uzny´mi metodami v PrP-res (tab. 1.1, str. 11) a se schopnost´ı
u teˇchto experimenta´ln´ıch zv´ıˇrat vyvolat prionove´ onemocneˇn´ı (viz. kap. 2.3.3).
Kl´ıcˇem k u´speˇchu teˇchto pokus˚u byl a je mysˇ´ı rekombinantn´ı protein, jeho u´speˇsˇna´
exprese v r˚uzny´ch syste´mech (prˇedevsˇ´ım v bakteri´ıch E. coli), purifikace a renaturace ve
spra´vneˇ sbaleny´ rozpustny´ protein. Stejneˇ tak je podstatny´m proble´mem prˇi oveˇrˇova´n´ı
prionove´ hypote´zy ota´zka prˇ´ıtomnosti dalˇs´ıch faktor˚u ovlivnˇuj´ıc´ıch konverzi prionove´ho
proteinu a schopnost infektivity takto prˇemeˇneˇne´ho proteinu. Je velmi d˚ulezˇite´ bra´t v
u´vahu mozˇne´ posttranslacˇn´ı modifikace prionove´ho proteinu, a to jak kovalentn´ı zmeˇny
v prima´rn´ı strukturˇe proteinu, tak i nekovalentn´ı, ovlivnˇuj´ıc´ı sekunda´rn´ı a tercia´rn´ı
strukturu proteinu. Teˇmito d˚ulezˇity´mi aspekty definitivn´ıho d˚ukazu prionove´ hypote´zy
se zaby´va´ i tato diplomova´ pra´ce.
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Kapitola 2
Teoreticka´ cˇa´st
2.1 Prionovy´ protein
Du˚lezˇity´mi kroky v pochopen´ı rozd´ıl˚u mezi buneˇcˇny´m (PrPC) a patologicky´m (PrPSc)
prionovy´m proteinem a jejich fyziologicky´mi a patogenn´ımi funkcemi, a konecˇneˇ i k
pochopen´ı cele´ho mechanismu konverze prionove´ho proteinu byly prˇedevsˇ´ım strukturn´ı
analy´zy obou isoforem proteinu, studium jejich vazebny´ch partner˚u a obecneˇ faktor˚u
procesu konverze prionove´ho proteinu, jakozˇ i identifikace paralog˚u tohoto proteinu.
2.1.1 Struktura buneˇcˇne´ho a patologicke´ho prionove´ho pro-
teinu
Buneˇcˇny´ prionovy´ protein (PrPC) je membra´noveˇ va´zany´ monomern´ı protein o de´lce
209 aminokyselin a je exprimova´n bunˇkami jako produkt jedine´ho genu zvane´ho Prpn
lokalizovane´ho na kra´tke´m rame´nku chromozo´mu 20 (lidsky´ buneˇcˇny´ prionovy´ protein).
Vysoce konzervovana´ prima´rn´ı struktura PrPC naznacˇuje obecnou a d˚ulezˇitou roli to-
hoto proteinu v organismu, avsˇak konkre´tn´ı fyziologicke´ funkce nejsou dosud prˇesneˇ
zna´my. Na N-konci prionove´ho proteinu se nacha´z´ı signa´ln´ı sekvence, ktera´ je odsˇteˇpena
beˇhem maturace proteinu v endoplazmaticke´m retikulu a Golgiho apara´tu. Na C-konec
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je prˇipojena glykosylfosfatidylinositolova´ (GPI) kotva. Glykosylovana´ oblast proteinu se
nacha´z´ı bl´ızko C-konce a obsahuje dveˇ glykosylacˇn´ı mı´sta, Asn-181 a Asn-107. Protein
tedy existuje jak v neglykosylovane´ formeˇ, tak v mono- a diglykosylovane´ podobeˇ [12].
U prionove´ho proteinu rozezna´va´me dlouhou a flexibiln´ı neusporˇa´danou oblast N-
koncovy´ch aminokyselin v rozmez´ı 23-121, obsahuj´ıc´ı peˇt opakuj´ıc´ıch se oblast´ı bo-
haty´ch na glycin a prolin (”octarepeats”) schopny´ch va´zat bivalentn´ı ionty, naprˇ. Cu2+,
centra´ln´ı hydrofobn´ı dome´nu mezi aminokyselinami 106-126 a globula´rn´ı C-termina´ln´ı
oblast aminokyselin 128-231. Globula´rn´ı dome´na obsahuje dveˇ kra´tke´ cˇa´sti tvorˇ´ıc´ı an-
tiparaleln´ı skla´dane´ listy a trˇi α-helika´ln´ı cˇa´sti. Beˇhem posttranslacˇn´ıch u´prav docha´z´ı
k odsˇteˇpen´ı signa´ln´ı sekvence, ke stabilizaci proteinu d´ıky disulfidicke´ vazbeˇ mezi ami-
nokyselinami Cys-179 a Cys-214, k prˇipojen´ı oligosacharid˚u na N-koncove´ cˇa´sti amino-
kyselin 180 a 196 a napojen´ı glykosylfosfatidylinositolove´ (GPI) kotvy na C-koncovou
aminokyselinu 231 [12]. (sche´ma proteinu zna´zorneˇno na obr. 2.1, str. 15)
Pomoc´ı metod nuklea´rn´ı magneticke´ resonance a proteinove´ krystalografie byla
vyrˇesˇena struktura PrPC a spolu s dalˇs´ımi biochemicky´mi studiemi nast´ınila prˇ´ıtomnost
α-helika´ln´ı struktury a s t´ım spojenou vysokou citlivost v˚ucˇi proteoly´ze [13, 14]. Naopak
u patologicke´ho prionove´ho proteinu (PrPSc) tyto metody selha´vaj´ı kv˚uli proble´mu˚m
s purifikac´ı a rozpustnost´ı proteinu a neposkytuj´ı detailn´ı obraz o strukturˇe. Proto se
vy´zkum prˇesouva´ k jiny´m, daleko me´neˇ prˇesny´m technika´m jako jsou cirkula´rn´ı dichro-
ismus, infracˇervena´ spektroskopie, pocˇ´ıtacˇove´ modelova´n´ı a dalˇs´ı metody [12].
Dı´ky teˇmto metoda´m rozpozna´va´me u PrPSc strukturu skla´dany´ch list˚u stabilizo-
vanou vod´ıkovy´mi mu˚stky a ostatn´ımi typy nekovalentn´ıch interakc´ı. Analy´za kra´tky´ch
oligopeptidovy´ch rˇeteˇzc˚u prˇedstavuj´ıc´ıch cˇa´sti prionove´ho proteinu ukazuje, zˇe k vy-
tvorˇen´ı fibril˚u postacˇuj´ı u´seky cˇtyrˇ azˇ sedmi aminokyselin. Na za´kladeˇ vy´sledk˚u kryo-
elektronove´ mikroskopie a homologn´ıho modelova´n´ı se dospeˇlo k na´zoru, zˇe PrPSc obsa-
huje skla´dane´ listy v oblasti aminokyselin 81-95 azˇ 171, zat´ımco C-termina´ln´ı struktura
z˚usta´va´ nezmeˇneˇna. Skla´dane´ listy se da´le formuj´ı v levotocˇive´ β-helixy. Prˇedpokla´da´
se, zˇe trˇi molekuly patologicke´ho prionove´ho proteinu asociuj´ı v jednotku, jezˇ je pote´
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Obra´zek 2.1: Sche´ma (vlevo) a struktura (vpravo) buneˇcˇne´ho prionove´ho proteinu (PrPC)
vcˇetneˇ N-koncove´ signa´ln´ı sekvence a glykosylfosfatidylinositolove´ (GPI) kotvy, prˇevzato z
[15]
za´kladem pro tvorbu fibril [16]. Vytvorˇen´ı struktur skla´dany´ch list˚u vede k jizˇ zmı´neˇne´
nerozpustnosti proteinu a vzniku cˇa´stecˇne´ rezistence v˚ucˇi enzymaticke´ degradaci. Pokud
je tedy PrPSc vystaven p˚usoben´ı proteolyticky´ch enzymu˚, naprˇ. proteinasy K, docha´z´ı
k odsˇteˇpen´ı N-termina´ln´ı cˇa´sti proteinu azˇ k rozmez´ı aminokyselin 81-95. Tato cˇa´stecˇna´
rezistence PrPSc v˚ucˇi proteoly´ze zp˚usobuje sn´ızˇen´ı rozpustnosti proteinu v neiontovy´ch
rozpousˇteˇdlech, tvorbu agrega´t˚u a prodlouzˇen´ı buneˇcˇne´ho polocˇasu, cozˇ vede k akumu-
laci patologicke´ho prionove´ho proteinu v bunˇka´ch a k vytva´rˇen´ı amyloidn´ıch plak˚u v
extracelula´rn´ım prostoru. Vizualizace PrPSc je mozˇna´ d´ıky specificke´mu barven´ı (naprˇ.
Congo Red, thioflavin T). Fibrily proteinu se hromad´ı i mimo bunˇky a take´ v lyso-
soma´ln´ıch a endosoma´ln´ıch kompartmentech. Agrega´ty PrPSc slouzˇ´ı jako templa´t pro
prˇemeˇnu dalˇs´ıch molekul buneˇcˇne´ho prionove´ho proteinu (PrPC). Autokatalyticka´ akti-
vita agrega´t˚u za´vis´ı na jejich velikosti. Cˇa´stice o pocˇtu 14-28 molekul vykazuj´ı nejveˇtsˇ´ı
potencia´l infektivity a mı´ry konverze proteinu [12]. (struktura patologicke´ho prionove´ho
proteinu zna´zorneˇna na obr. 2.2, str. 16)
15
Obra´zek 2.2: Modelova´ struktura patologicke´ho prionove´ho proteinu PrPSc: formova´n´ı
skla´dany´ch list˚u v levotocˇive´ β-helixy v molekule PrPSc (vlevo), vytvorˇen´ı fibrila´rn´ı struktury
ze trˇ´ı molekul PrPSc (vpravo), prˇevzato z [16]
2.1.2 Fyziologicke´ a patogenn´ı funkce prionove´ho proteinu
Evolucˇneˇ zakonzervovana´ prima´rn´ı struktura prionove´ho proteinu podporuje na´zor o
velmi d˚ulezˇite´ roli PrPC v r˚uzny´ch biologicky´ch procesech [5]. Nicme´neˇ fyziologicka´
u´loha tohoto proteinu nen´ı dosud plneˇ popsa´na a prozat´ım nen´ı ani jiste´, jak samotna´
dysfunkce PrPC po prˇemeˇneˇ v PrPSc ovlivnˇuje pr˚ubeˇh vzniku patogenn´ıch projev˚u v
organismu, naprˇ. buneˇcˇny´ stres, na´slednou smrt buneˇk a neurodegeneraci [17]. Neˇktere´
studie podporuj´ı tvrzen´ı, zˇe abnorma´ln´ı prionovy´ protein je toxicky´ v˚ucˇi nervovy´m
bunˇka´m, a to jak prˇ´ımo, tak i neprˇ´ımo prˇes gliove´ bunˇky aktivac´ı signa´ln´ıch drah a
pote´ apoptoticky´m za´nikem [17].
Pokusy na mysˇ´ıch neexprimuj´ıc´ıch buneˇcˇny´ prionovy´ protein neproka´zaly dosud
jasnou funkci tohoto proteinu, stejneˇ jako nebyly pozorova´ny signifikantn´ı zmeˇny v
chova´n´ı nebo ve fyziologii. Avsˇak studie na jiny´ch modelech da´vaj´ı urcˇitou nadeˇji prˇi
hleda´n´ı mozˇny´ch rol´ı buneˇcˇne´ho prionove´ho proteinu v organismu [17].
K mozˇny´m funkc´ım buneˇcˇne´ho prionove´ho proteinu patˇr´ı role v lymfocyta´rn´ı ak-
tivaci, synapticke´ plasticiteˇ, neuroprotekci, signa´ln´ı transdukci, v metabolismu meˇdi a
take´ v diferenciaci a neurogenezi nervovy´ch kmenovy´ch buneˇk a prˇi obnoveˇ hematopo-
eticky´ch kmenovy´ch buneˇk [17].
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2.1.3 Paralogy prionove´ho proteinu
Beˇhem pokus˚u na mysˇ´ıch s deletovany´m Prpn genem byly objeveny dva paralogy pri-
onove´ho proteinu (PrP).
Jako prvn´ı byl identifikova´n tzv. ”doppel” protein (Dpl). Tento protein se vyskytuje
v CNS beˇhem embryogeneze a v pocˇa´tc´ıch zˇivota po narozen´ı, v dospeˇlosti je tento pro-
tein exprimova´n ve vysoke´ mı´ˇre prˇedevsˇ´ım ve varlatech, kde hraje d˚ulezˇitou roli prˇi sper-
matogenezi. Jeho struktura sesta´va´ ze 179 aminokyselinovy´ch zbytk˚u ko´dovany´ch Prnd
genem. Homologie ke strukturˇe PrP je zrˇejma´ prˇedevsˇ´ım v oblasti C-konce, naopak Dpl
postra´da´ opakuj´ıc´ı se u´seky osmi aminokyselin (”octarepeats”) a hydrofobn´ı dome´nu
na N-konci proteinu. V prˇ´ıpadeˇ posttranslacˇn´ıch u´prav (glykosylace, GPI-kotva, disul-
fidicky´ mu˚stek) se tyto dva proteiny shoduj´ı [18, 19].
Druhy´m paralogem PrP je tzv. ”shadoo” protein (Sho), jenzˇ ve sve´ strukturˇe obsa-
huje 145 aminokyselin a je ko´dova´n genem oznacˇeny´m jako Srpn. Sd´ıl´ı neˇktere´ struk-
turn´ı podobnosti s PrP jako naprˇ. glykosylovany´ charakter molekuly, GPI-kotvu nebo
hydrofobn´ı sekvenci aminokyselinovy´ch zbytk˚u. Take´ se stejneˇ jako PrP exprimuje
prˇedevsˇ´ım v mozkove´ tka´ni, ktera´ je hlavn´ım c´ılem prionove´ infekce. T´ımto se liˇs´ı od
Dpl, ktery´ se za norma´ln´ıch podmı´nek v mozku neexprimuje [20, 21, 22].
Pra´veˇ s ohledem na rozd´ılnou expresi teˇchto dvou paralog˚u nelze zat´ım prˇesneˇ rˇ´ıct,
ktery´ z nich napoma´ha´ spolu s PrP vzniku infekce a jake´ jsou jejich skutecˇne´ role v
organismu.
2.2 Konverze prionove´ho proteinu
Na za´kladeˇ mnohy´ch pokus˚u se prˇedpokla´da´, zˇe podstatou prionove´ hypote´zy je pra´veˇ
konverze buneˇcˇne´ho prionove´ho proteinu (PrPC) v patologicky´ prionovy´ protein (PrPSc).
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2.2.1 Molekula´rn´ı mechanismus konverze prionove´ho proteinu
Prˇesny´ molekula´rn´ı mechanismus te´to reakce nen´ı dosud zna´m, avsˇak na za´kladeˇ do-
savadn´ıch poznatk˚u byly navrzˇeny dva modely mechanismu konverze (zna´zorneˇno na
obr. 2.3, str. 19):
• Matricovy´ model
Tento model prˇedpokla´da´, zˇe molekula patologicke´ho prionove´ho proteinu slouzˇ´ı
jako templa´t pro konverzi PrPC v PrPSc, jenzˇ se da´le skla´da´ do amyloid˚u, ktere´,
na rozd´ıl od samostatny´ch molekul PrPSc, nemaj´ı na sˇ´ıˇren´ı infekce zˇa´dny´ vliv.
Samovolna´ prˇemeˇna PrPC v PrPSc nen´ı z d˚uvodu energeticke´ barie´ry mozˇna´ [23].
• Nukleacˇneˇ polymeracˇn´ı model
Termodynamicka´ rovnova´ha mezi PrPC a PrPSc je prˇedpokladem druhe´ho uve-
dene´ho modelu konverze. Tato rovnova´ha je ale vy´razneˇ posunuta smeˇrem k PrPC .
Dı´ky tomu je samovolna´ prˇemeˇna PrPC v PrPSc te´meˇrˇ vyloucˇena. Pomaly´m for-
mova´n´ım oligomer˚u patologicke´ho prionove´ho proteinu vznikaj´ı infekcˇn´ı ja´dra a
rychlost teˇchto reakc´ı za´vis´ı na koncentraci PrPSc a velikosti jader. Po vzniku
prvn´ıho infekcˇn´ıho ja´dra se rychlost reakc´ı zvysˇuje a vznikaj´ı veˇtsˇ´ı agrega´ty PrPSc,
na´sledneˇ se sˇteˇp´ı na nove´ ja´dra a prˇemeˇnˇuj´ı dalˇs´ı molekuly PrPC , dokud nenastane
termodynamicka´ rovnova´ha [24].
Zˇa´dny´ z teˇchto model˚u nebyl dosud potvrzen. Chyb´ı d˚ukazy podporˇene´ experi-
menta´ln´ımi vy´sledky a dosud prˇesneˇ neobjasneˇnou strukturou PrPSc.
2.2.2 Faktory konverze prionove´ho proteinu
Dle matricove´ho modelu konverze byl prˇijat na´zor, zˇe PrPSc napada´ a prˇemeˇnˇuje PrPC a
d´ıky tomu se formuj´ı dalˇs´ı molekuly patologicke´ho proteinu. Mnohe´ vy´sledky naznacˇuj´ı,
zˇe tohoto, dosud plneˇ neobjasneˇne´ho procesu, se u´cˇastn´ı jeden nebo v´ıce dalˇs´ıch faktor˚u,
jezˇ mohou ovlivnˇovat pr˚ubeˇh konverzn´ı reakce [10, 17].
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Obra´zek 2.3: Dva modely konverze buneˇcˇne´ho prionove´ho proteinu (PrPC) v patologicky´
prionovy´ protein (PrPSc), A: matricovy´ model, B: nukleacˇneˇ polymeracˇn´ı model, prˇevzato z
[25]
Po pokusech na transgenn´ıch mysˇ´ıch exprimuj´ıc´ıch lidsky´ a chime´rn´ı mysˇ´ı-lidsky´ pri-
onovy´ protein byl vysloven prˇedpoklad o existenci hypoteticke´ho makromolekula´rn´ıho
faktoru, prozat´ım nazvane´ho protein X. Ten by se meˇl va´zat na PrPC , vytvorˇit s n´ım
bina´rn´ı komplex a t´ım ovlivnˇovat jeho konverzi v PrPSc. Pu˚vod a vlastnosti tohoto
proteinu nejsou dosud zna´my [26].
Acˇkoli zat´ım nebyl objeven zˇa´dny´ konkre´tn´ı faktor, ktery´ by se prokazatelneˇ u´cˇastnil
procesu konverze PrPC v PrPSc, existuje rˇada zna´my´ch vazebny´ch partner˚u prionove´ho
proteinu a jejich pocˇet se neusta´le zvysˇuje (shrnuto v tab. 2.1, str. 20). Tyto proteiny
mohou by´t d˚ulezˇite´ prˇi studiu dalˇs´ıch funkc´ı prionove´ho proteinu v organismu [17].
Dalˇs´ı skupinu potencia´ln´ıch faktor˚u konverze prionove´ho proteinu tvorˇ´ı neb´ılkovinne´
komponenty, jezˇ se prˇ´ımo pod´ılej´ı na stabilizaci molekuly PrPSc a jsou jej´ı ned´ılnou
soucˇa´st´ı. K te´to skupineˇ jsou rˇazeny prˇedevsˇ´ım polysacharidy, ktere´ mohou napoma´hat
ke stabiliteˇ molekuly PrPSc a jej´ı cˇa´stecˇne´ rezistenci v˚ucˇi proteoly´ze. Dalˇs´ımi mozˇny´mi
faktory te´to skupiny jsou take´ sfingolipidy a cholesterol, avsˇak toto zjiˇsteˇn´ı nen´ı nijak
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prˇekvapuj´ıc´ı vzhledem k membra´nove´ lokalizaci prionove´ho proteinu. Nukleove´ kyseliny,
a obecneˇ i nejsp´ıˇse jake´koliv jine´ polyaniontove´ struktury, se mohou u´cˇastnit konverzn´ı
reakce a to tak, zˇe se specificky nava´zˇ´ı na N-konec molekuly prionove´ho proteinu, a t´ım
pozmeˇn´ı jeho strukturu a tud´ızˇ i biochemicke´ vlastnosti [27].
Tabulka 2.1: Vazebn´ı partnerˇi prionove´ho proteinu, upraveno podle [17]
proteina buneˇcˇna´ lokalizace
GFAP cytosol
heparin sulfa´t extracelula´rn´ı matrix
Bcl-2 membra´ny endoplazmaticke´ho retikula a mitochondri´ı
Hsp60 mitochondria´ln´ı matrix, cytosol
LRP/LR plazmaticka´ membra´na
p66/STI1 cytosol, ja´dro, plazmaticka´ membra´na
Nrf2, APLP1 ja´dro, nezna´ma´
dystroglykanovy´ komplex plazmaticka´ membra´na, endosoma´lneˇ/lysosoma´ln´ı syste´m
kaveolin-1, Fyn plazmaticka´ membra´na (lipidove´ rafty), cytoplazma
PLG extracelula´rn´ı matrix, lipidove´ rafty
laminin extracelula´rn´ı matrix
NCAM plazmaticka´ membra´na
synapsin 1b, Grb2, Pint1 synapticke´ vezikuly, cytosol, nezna´ma´
PLG & tPA extracelula´rn´ı matrix, lipidove´ rafty
PLG & plazmin extracelula´rn´ı matrix, lipidove´ rafty
angiostatin & PLG extracelula´rn´ı matrix, lipidove´ rafty
NRAGE cytosol
tubulin cytosol
proteinovy´ komplexb cytosol
a GFAP (”glial fibrillary acidic protein”), LRP/LR (”laminin receptor precursor/laminin receptor”), STI1 (”stress-
inducible protein 1”), Nrf2 (”NF-E2-related factor 2”), APLP1 (”amyloid precursor-like protein 1”), PLG (plazminogen),
NCAM (”neutral cell adhesion molecule”), Pint1 (”prion protein ineractor 1”), tPA (”tissue type plasminogen activator”),
NRAGE (”neurotrophin receptor interacting MAGE homolog”)
b Slozˇen´ı proteinove´ho komplexu : ribosoma´ln´ı protein P0, β-aktin, CNPasa, kreatinkinasa B, NSE (”neuron-specific
enolase”), klathrin (teˇzˇky´ rˇeteˇzec), α-spektrin, Na+/K+ ATPasa α3 podjednotka, GFAP, PLP (”proteolipid protein”),
STXBP1 (”syntaxin-binding protein”), ζ-14-3-3, BASP1 (”brain abundant signal protein 1”)
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2.3 Vy´zkum prionovy´ch onemocneˇn´ı
Za´sadn´ım a dosud plneˇ nepochopeny´m jevem prˇi prˇenosu a patogenezi transmisivn´ıch
spongiformn´ıch chorob z˚usta´va´ mechanismus konverze PrPC v PrPSc. Jako nejveˇtsˇ´ı
nadeˇje prˇi objasnˇova´n´ı tohoto mechanismu a tedy i prˇi definitivn´ım potvrzen´ı prionove´
hypote´zy se jev´ı prˇedevsˇ´ım vy´voj in vitro bezbuneˇcˇny´ch metod co nejdokonaleji napo-
dobuj´ıc´ıch propagaci prion˚u in vivo. Steˇzˇejn´ım bodem teˇchto metod je prˇ´ıprava plneˇ
infekcˇn´ıho agens z purifikovane´ho PrPC nebo jesˇteˇ le´pe z rekombinantn´ıho buneˇcˇne´ho
prionove´ho proteinu, prˇipravene´ho ve velke´m mnozˇstv´ı a v pozˇadovane´ kvaliteˇ. Dalˇs´ım
d˚ulezˇity´m bodem vy´zkumu prionovy´ch onemocneˇn´ı je studium efektu faktor˚u konverze
prionove´ho proteinu a take´ vlivu posttranslacˇn´ıch modifikac´ı prionove´ho proteinu.
2.3.1 Rekombinantn´ı prionovy´ protein
Rekombinantn´ı prionovy´ protein, produkovany´ pomoc´ı r˚uzny´ch expresn´ıch syste´mu˚,
a to prˇedevsˇ´ım pomoc´ı bakteria´ln´ıch a kvasinkovy´ch kultur, ale take´ prostrˇednictv´ım
savcˇ´ıch buneˇk, se stal d˚ulezˇity´m na´strojem vy´zkumu prionovy´ch onemocneˇn´ı.
Konkre´tneˇ rekombinantn´ı prionovy´ protein exprimovany´ v bakteri´ıch E.coli je vy-
uzˇ´ıva´n v mnoha metoda´ch, z nichzˇ nejd˚ulezˇiteˇjˇs´ı jsou modelova´n´ı prionove´ konverze in
vitro, prˇ´ıprava polyklona´ln´ıch a monoklona´ln´ıch protila´tek proti r˚uzny´m konformacˇn´ım
varianta´m prionove´ho proteinu a take´ studium diagnostiky a terapie prionovy´ch cho-
rob. Tyto aplikace vyzˇaduj´ı velmi cˇisty´ rekombinantn´ı protein s co nejmensˇ´ım pod´ılem
r˚uzny´ch modifikovany´ch nebo cˇa´stecˇneˇ oxidovany´ch a degradovany´ch variant tohoto
proteinu. Do te´to doby bylo publikova´no mnozˇstv´ı cˇla´nk˚u, zaby´vaj´ıc´ıch se prˇ´ıpravou,
purifikac´ı a renaturac´ı rekombinantn´ıho prionove´ho proteinu r˚uzny´ch zˇivocˇiˇsny´ch druh˚u,
o r˚uzne´ de´lce aminokyselinove´ho rˇeteˇzce a v neˇktery´ch prˇ´ıpadech take´ s prˇipojeny´mi
afinitn´ımi kotvami [28, 29, 30, 31, 32, 33].
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K oveˇrˇen´ı kvalitativn´ıch a kvantitativn´ıch charakteristik rekombinantn´ıho prionove´ho
proteinu se pouzˇ´ıvaj´ı metody jako SDS-PAGE, western blot a spektroskopicke´ techniky,
naprˇ. meˇrˇen´ı absorbance v UV spektru, CD spektroskopie nebo hmotnostn´ı spektrosko-
pie.
2.3.2 Konverze prionove´ho proteinu in vitro
Studium molekula´rn´ı podstaty konverze prionove´ho proteinu se ve svy´ch pocˇa´tc´ıch
soustrˇedilo na sledova´n´ı pr˚ubeˇhu vzniku a prˇenosu prionovy´ch onemocneˇn´ı, a to prˇe-
devsˇ´ım na buneˇcˇny´ch a zv´ıˇrec´ıch modelech [34, 35]. Beˇhem dlouhe´ doby byly vyv´ıjeny
dalˇs´ı metody studia konverze prionove´ho proteinu se zameˇrˇen´ım na in vitro eseje, z
nichzˇ ale dosud zˇa´dna´ nebyla schopna prˇesneˇ reprodukovat tuto reakci mezi PrPC a
PrPSc, vedouc´ı ke vzniku onemocneˇn´ı [36].
Beˇhem prvn´ıch pokus˚u se veˇdci zameˇrˇili na prˇ´ıpravu rezistentn´ıch variant prio-
nove´ho prtoeinu (PrP-res) z chime´rn´ıho nebo radioaktivneˇ znacˇene´ho prionove´ho pro-
teinu produkovane´ho eukaryotn´ımi bunˇkami, jenzˇ byl v podobeˇ buneˇcˇne´ho lyza´tu inku-
bova´n s endogenn´ım nebo exogenn´ım PrPSc. V dalˇs´ım prˇ´ıpadeˇ se pokusili prˇipravit PrP-
res take´ z radioaktivneˇ znacˇene´ho PrPC , avsˇak prˇipravene´ho v bezbuneˇcˇne´m syste´mu,
inkubac´ı s mikrosoma´ln´ımi membra´nami izolovany´mi z infikovany´ch mozkovy´ch buneˇk.
Bohuzˇel zˇa´dny´ z teˇchto postup˚u nevedl k prˇemeˇneˇ buneˇcˇne´ho prionove´ho proteinu v
PrP-res. Prˇesto tyto experimenty polozˇily za´klad pro dalˇs´ı vy´zkum metod konverze
prionove´ho proteinu in vitro [37].
• ”Cell-free” konverzn´ı esej
Velky´ skok ve vy´zkumu prionovy´ch onemocneˇn´ı znamenal vy´voj nove´ metody,
”cell-free” konverzn´ıho eseje, d´ıky ktere´ se podarˇilo prˇipravit protein vykazuj´ıc´ı
cˇa´stecˇnou rezistenci v˚ucˇi proteinase K [38]. Za´klad u´speˇchu spocˇ´ıval v PrPSc, pu-
rifikovane´m z infikovany´ch mozkovy´ch buneˇk v prˇ´ıtomnosti 2-3 M guanidinhyd-
rochloridu (GdnHCl), ktery´ byl v nadbytku prˇida´n k radioaktivneˇ znacˇene´mu
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PrPC , produkovane´mu fibroblastovy´mi bunˇkami. Vznikle´ molekuly PrP-res byly
podrobeny sˇteˇpen´ı pomoc´ı proteinasy K a pote´ analyzova´ny na za´kladeˇ jejich ra-
dioaktivity. Takto bylo zjiˇsteˇno, zˇe samotne´ konverzn´ı reakce se zu´cˇastnilo a bylo
tedy prˇemeˇneˇno prˇiblizˇneˇ 10 azˇ 20 % PrPC [39, 40, 41]. Tento esej byl da´le modifi-
kova´n, naprˇ. pouzˇit´ım KCl nebo NaCl mı´sto GdnHCl. Tato zmeˇna prostrˇed´ı meˇla
le´pe napodobovat skutecˇne´ fyziologicke´ podmı´nky konverze, avsˇak vy´teˇzˇek reakce
za teˇchto podmı´nek byl podstatneˇ mensˇ´ı [40, 42, 43, 44, 45]. PrP-res, vznikly´ na
za´kladeˇ te´to metody, ale nemohl by´t plneˇ charakterizova´n jako produkt reakce
kv˚uli vysoke´mu nadbytku na pocˇa´tku prˇidane´ho PrPSc a tedy ani identifikova´n
jako infekcˇn´ı agens prˇi prˇ´ıpadne´m vyvola´n´ı onemocneˇn´ı [46].
• ”Cell-lysate” konverzn´ı esej
Dalˇs´ı pokrokem ve vy´zkumu se stala metoda nazvana´ ”cell-lysate” konverzn´ı
esej. Veˇdc˚um se zde podarˇilo prˇipravit PrP-res, a to na za´kladeˇ inkubace lyza´tu
chime´rn´ıho PrPC , produkovane´ho bunˇkami vajecˇn´ıku, s nadbytkem PrPSc z infi-
kovany´ch mozkovy´ch buneˇk. Navzdory stejny´m proble´mu˚m s infektivitou proteinu
jako v prˇ´ıpadeˇ prˇedchoz´ı ”cell-free” konverzn´ıho eseje vyvstal d˚ulezˇity´ proble´m
cele´ho vy´zkumu prionovy´ch onemocneˇn´ı, a to pra´veˇ ota´zka efektu faktor˚u kon-
verze, jezˇ se mohou vyskytovat pra´veˇ v buneˇcˇne´m lyza´tu a ovlivnˇovat tak pr˚ubeˇh
reakce [47].
• Cyklicka´ amplifikace (PMCA)
Skutecˇny´m pr˚ulomem ve vy´zkumu konverze prionove´ho proteinu in vitro byl ob-
jev metody cyklicke´ amplifikace. U´speˇch te´to metody spocˇ´ıva´ ve vyuzˇit´ı soni-
kace, ktera´ napoma´ha´ rozb´ıjet amyloidove´ struktury a vytva´rˇet tak male´ shluky
molekul PrPSc, ktere´ potom slouzˇ´ı jako amplifikacˇn´ı ja´dra pro dalˇs´ı prˇemeˇnu
molekul PrPC . Konkre´tn´ı reakcˇn´ı smeˇs se skla´da´ z infekcˇn´ıho mozkove´ho ho-
mogena´tu, z velmi vysoke´ho nadbytku buneˇcˇne´ho prionove´ho proteinu rovneˇzˇ
ve formeˇ mozkove´ho homogena´tu a detergent˚u, a to jak iontovy´ch (SDS), tak
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i neiontovy´ch (Triton X-100) [48]. Tato metoda umozˇnˇuje prˇ´ıpravu libovolne´ho
mnozˇstv´ı PrP-res s ohledem na pocˇet cykl˚u reakce a d´ıky prˇ´ıstroji, ktery´ umozˇnˇuje
naprogramovat pocˇet cykl˚u i intervaly sonikacˇn´ıch impuls˚u, je i relativneˇ poho-
dlna´ [49]. Vytvorˇene´ molekuly PrP-res zachova´vaj´ı stejne´ biochemicke´ vlastnosti
jako p˚uvodn´ı PrPSc v infekcˇn´ım mozkove´m homogena´tu a stejneˇ tak jsou schopne´
vyvolat i onemocneˇn´ı. Takto vyvolana´ prionova´ choroba se ale vyznacˇuje delˇs´ı
inkubacˇn´ı dobou, zachova´va´ si vsˇak p˚uvodn´ı schopnost prˇenosu z jednoho jedince
na druhe´ho [50]. I tato metoda podporuje na´zor o nutne´ prˇ´ıtomnosti faktor˚u kon-
verze prionove´ho proteinu. Proble´mem te´to metody je prˇedevsˇ´ım obt´ızˇna´ repro-
dukovatelnost vzhledem k mozˇny´m rozd´ıl˚um mezi jednotlivy´mi kmeny prionove´ho
proteinu, nutny´ je optimalizacˇn´ı proces [51].
• Cyklicka´ amplifikace v neiontove´m prostrˇed´ı
Modifikac´ı klasicke´ cyklicke´ amplifikace vznikla dalˇs´ı metoda konverze prionove´ho
proteinu in vitro, jezˇ se zameˇrˇila prˇedevsˇ´ım na studium uzˇ neˇkolikra´t zmı´neˇny´ch
faktor˚u, jezˇ jsou pravdeˇpodobneˇ ned´ılnou soucˇa´st´ı cele´ konverzn´ı reakce. Aby
mohly by´t tyto faktory da´le zkouma´ny, bylo nutne´ omezit vliv sonikace a ion-
tovy´ch detergent˚u (SDS). Pokud byly do reakcˇn´ı smeˇsi prˇida´ny pouze purifiko-
vane´ proteiny (PrPC z mozkove´ho homogena´tu a PrP27-30), vy´teˇzˇek konverze se
vy´razneˇ sn´ızˇil v porovna´n´ı s prˇedchoz´ı metodou PMCA [52]. Prˇida´n´ım synteticke´
RNA k reakcˇn´ı smeˇsi bylo dosazˇeno opacˇne´ho vy´sledku, tedy podstatne´ho zvy´sˇen´ı
vy´teˇzˇku konverzn´ı reakce [53, 54]. Stejne´ho efektu bylo dosazˇeno i po opeˇtovne´m
zarˇazen´ı sonikace a i d´ıky d˚ukladne´mu promı´cha´va´n´ı reakcˇn´ı smeˇsi [53]. Dokonce
i prˇi odstraneˇn´ı PrP27-30 z reakcˇn´ı smeˇsi (obsahuj´ıc´ı tedy jen PrPC a RNA) se
beˇhem inkubace a trˇepa´n´ı vytvorˇili molekuly PrP-res, ktere´ byly schopny vyvolat
u experimenta´ln´ıch zv´ıˇrat prionove´ onemocneˇn´ı [54, 55].
• Rekombinantn´ı cyklicka´ amplifikace
Dalˇs´ı z mozˇny´ch modifikac´ı klasicke´ cyklicke´ amplifikace prˇedstavuje konverzn´ı
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reakce rekombinantn´ıho prionove´ho proteinu produkovane´ho bakteriemi E.coli
za prˇ´ıtomnosti purifikovane´ho PrPSc nebo prˇ´ımo infekcˇn´ıho mozkove´ho homo-
gena´tu. Tato metoda vyuzˇ´ıva´ stejny´ princip produkce PrP-res jako klasicka´ me-
toda PMCA, tedy sonikacˇn´ı impulsy, v prˇ´ıtomnosti neiontove´ho detergentu Tri-
tonu X-100, jezˇ by meˇl zabranˇovat sponta´nn´ı agregaci rekombinantn´ıho prio-
nove´ho proteinu. Pra´veˇ pouzˇit´ı rekombinantn´ıho proteinu jako substra´tu (mı´sto
purifikovane´ho PrPC) umozˇnˇuje do jiste´ mı´ry eliminovat vliv faktor˚u konverzn´ı
reakce [56].
• ”Quaking-induced” konverzn´ı esej (QUIC)
”Quaking-induced” konverzn´ı esej byl vyvinut na za´kladeˇ prˇedchoz´ı metody re-
kombinantn´ı cyklicke´ amplifikace. Sonikace je v tomto prˇ´ıpadeˇ nahrazena automa-
tizovany´m trˇepa´n´ım v prˇedem dany´ch cˇasovy´ch intervalech, jezˇ indukuje konverzi
PrPC v PrP-res v prˇ´ıtomnosti infekcˇn´ıho mozkove´ho homogena´tu. Vy´hody te´to
metody jsou zrˇejme´, jedna´ se prˇedevsˇ´ım o cˇasovou nena´rocˇnost, ale take´ o jedno-
duchost, vysokou sensitivitu a snadnou reprodukovatelnost [57].
• Autokatalyticka´ konverzn´ı esej
Tento novy´ in vitro esej byl navrzˇen na za´kladeˇ prˇedpokladu o autokatalyticke´
vlastnosti rekombinantn´ıho prionove´ho proteinu samovolneˇ se prˇemeˇnit v PrP-res
i v neprˇ´ıtomnosti PrPSc. Rekombinantn´ı prionovy´ protein se v prostrˇed´ı mocˇoviny
nebo guanidinhydrochloridu formuje ve dva r˚uzne´ typy struktur bohaty´ch na
skla´dane´ listy, a to β-oligomery a fibrily. Vlivem soustavne´ho trˇepa´n´ı vznikaj´ı
fibrily prˇ´ımo z jednotlivy´ch molekul rekombinantn´ıho proteinu nebo i postupneˇ
prˇes β-oligomery. Tvorbu fibril je mozˇne´ sledovat pomoc´ı fluorescencˇn´ıho barviva
thioflavinu T, ktere´ se specificky va´zˇe pra´veˇ na vznikaj´ıc´ı fibrily rezistentn´ıho pro-
teinu. Tato metoda umozˇnˇuje prova´deˇt konverzn´ı reakci v neprˇ´ıtomnosti jaky´chko-
liv faktor˚u a prˇ´ımeˇs´ı d´ıky vyloucˇen´ı vsˇech buneˇcˇny´ch forem jak purifikovany´ch
protein˚u, tak ve formeˇ homogena´tu [27, 58, 59].
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Vy´voj vsˇech vy´sˇe zmı´neˇny´ch metod znamenal d˚ulezˇity´ pokrok ve vy´zkumu prio-
novy´ch onemocneˇn´ı a poskytl veˇdc˚um na´stroj k dalˇs´ımu studiu, a to prˇedevsˇ´ım ke
studiu efektu faktor˚u konverze prionove´ho proteinu, jenzˇ se uka´zaly by´t vy´znamnou
ota´zkou prˇi dokazova´n´ı prionove´ hypote´zy.
2.3.3 Studium faktor˚u konverze prionove´ho proteinu
Studiem efektu faktor˚u na konverzi prionove´ho proteinu se veˇdci zacˇali zaby´vat po se´rii
neu´speˇsˇny´ch pokus˚u o vytvorˇen´ı plneˇ infekcˇn´ıho PrP-res z rekombinantn´ıho prionove´ho
proteinu. Pomoc´ı autokatalyticke´ konverzn´ı eseje byly prˇipraveny fibrily a jejich smeˇs´ı
byly inokulova´ny experimenta´ln´ı zv´ıˇrata a to jak ”wild-type”, tak transgenn´ı zv´ıˇrata
exprimuj´ıc´ı prionovy´ protein ve zvy´sˇene´ mı´ˇre. Infekce se projevila u transgenn´ıch zv´ıˇrat,
avsˇak tento vy´sledek nen´ı mozˇne´ povazˇovat za u´plneˇ veˇrohodny´ vzhledem k mozˇnosti sa-
movolne´ho vzniku infekce u takto geneticky modifikovany´ch organismu˚. Naproti tomu,
projevy infekce u ”wild-type” jedinc˚u byly minima´ln´ı [60, 61, 62, 63] (zna´zorneˇno na
obr. 2.4, str. 27).
Steˇzˇejn´ıch vy´sledk˚u bylo dosazˇeno pomoc´ı metody cyklicke´ amplifikace (PMCA).
Pokus byl proveden se smeˇs´ı nedenaturovane´ho rekombinantn´ıho prionove´ho proteinu,
kompletn´ı purifikovane´ jatern´ı RNA a synteticky´ch lipid˚u, konkre´tneˇ 1-palmitoyl-2-
oleoyl-fosfatidylglycerol (POPG). Takto vznikl PrP-res, ktery´ byl schopen ve 100%
prˇ´ıpadech infikovat ”wild-type” zv´ıˇrata, ktera´ pozdeˇji na tuto infekci i zemrˇela. Cha-
rakteristicky´mi rysy infekce byla relativneˇ kra´tka´ inkubacˇn´ı doba a take´ schopnost
prˇenosu mezi jedinci stejne´ho druhu [64] (zna´zorneˇno na obr. 2.4, str. 27).
Nejnoveˇji byly publikova´ny vy´sledky pokusu, prˇi neˇmzˇ se povedlo infikovat ”wild-
type” jedince pomoc´ı PrP-res, prˇipravene´ho metodou rekombinantn´ı cyklicke´ amplifi-
kace, z rekombinantn´ıho prionove´ho proteinu ve smeˇsi s PrP27-30, izolovany´m a puri-
fikovany´m z infekcˇn´ıho mozkove´ho homogena´tu [65].
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Vy´sledky vsˇech teˇchto pokus˚u tedy jednoznacˇneˇ dokazuj´ı d˚ulezˇitou roli faktor˚u prˇi
konverzi prionove´ho proteinu a vytvorˇene´ protokoly pro prˇ´ıpravu PrP-res schopny´ch
infekce budou nada´le slouzˇit pro studium prˇesny´ch reakcˇn´ıch mechanismu˚ konverze a
charakteristik prostrˇed´ı, ve ktery´ch tato reakce prob´ıha´.
Obra´zek 2.4: Sche´ma popisuj´ıc´ı dva r˚uzne´ protokoly prˇ´ıpravy PrP-res z rekombinantn´ıho pri-
onove´ho proteinu, amyloidn´ı fibrily prˇipravene´ pomoc´ı autokatalyticke´ konverzn´ı eseje vyka-
zuj´ıc´ı minima´ln´ı projevy infekce (vlevo), vysoce infekcˇn´ı prionove´ cˇa´stice o nezna´me´ strukturˇe
prˇipravene´ pomoc´ı metody cyklicke´ amplifikace (PMCA) v prˇ´ıtomnosti kompletn´ı jatern´ı RNA
a synteticky´ch lipid˚u na ba´zi fosfatidylglycerolu (vpravo), prˇevzato z [66]
27
2.3.4 Posttranslacˇn´ı neenzymaticke´ modifikace prionove´ho pro-
teinu
Zaj´ımavy´m a dosud neproba´dany´m faktorem ovlivnˇuj´ıc´ım konverzi prionove´ho pro-
teinu a t´ım i vznik prionove´ho onemocneˇn´ı, a to prˇedevsˇ´ım onemocneˇn´ı sporadicke´ho
p˚uvodu, jsou posttranslacˇn´ı neenzymaticke´ modifikace. Tyto reakce mohou pozmeˇnit
strukturu proteinu a takte´zˇ ovlivnit jeho funkci, v krajn´ım prˇ´ıpadeˇ zp˚usobit i agregaci,
na´slednou akumulaci proteinu a vznik naprˇ. Alzheimerovy nebo Parkinsonovy choroby,
poprˇ. neˇktery´ch prionovy´ch onemocneˇn´ı [67].
V roce 1912 Louis Camille Maillard navrhl reakcˇn´ı mechanismus glykace, tedy re-
akce mezi redukuj´ıc´ımi cukry (zna´zorneˇny na obr.2.5, str. 29) a jejich karbonylovy´mi
skupinami a volny´mi aminoskupinami nejr˚uzneˇjˇs´ıch la´tek vyskytuj´ıc´ıch se v organismu,
prˇeva´zˇneˇ tedy protein˚u, ale take´ nukleotid˚u a neˇktery´ch fosfolipid˚u [68]. Tento proces
da´va´ vznik ireverzibilneˇ modifikovany´m molekula´m zvany´m AGEs, tedy ”advanced gly-
cation end products” [69]. V prˇ´ıpadeˇ protein˚u jsou nejcˇasteˇjˇs´ımi c´ıli modifikace pra´veˇ
lysinove´ a argininove´ aminokyselinove´ zbytky, N-koncove´ amino- a thiolove´ skupiny.
Pr˚ubeˇh reakce je ovlivnˇova´n jak koncentrac´ı a reaktivitou glykacˇn´ıch cˇinidel [70, 71, 72],
prˇ´ıtomnost´ı katalyza´tor˚u reakce, hodnotou pH i teplotou [73, 74, 75], ale i samotny´m
typem c´ılove´ho proteinu [76]. K protein˚um, u nichzˇ byla proka´za´na glykace a jezˇ jsou
spojova´ny se vznikem neurodegenerativn´ıch chorob, patrˇ´ı naprˇ. amyloid β, tau protein
a take´ samozrˇejmeˇ prionovy´ protein. Vliv glykace je nejcˇasteˇji spojova´n se vznikem sta-
biln´ıch adukt˚u, ktere´ se da´le spojuj´ı a vytva´rˇej´ı tak fibrila´rn´ı struktury typicke´ pra´veˇ
pro neurodegenerativn´ı choroby. Prˇesny´ pr˚ubeˇh tohoto procesu ale nen´ı dosud plneˇ
objasneˇn, existuj´ı pouze domneˇnky, stejneˇ jako prˇi objasnˇova´n´ı konkre´tn´ı role glykace
v patologii vy´sˇe zmı´neˇny´ch onemocneˇn´ı. Takto modifikovane´ molekuly, tedy AGEs, se
mohou va´zat na sve´ specificke´ receptory zvane´ RAGE a jejich prostrˇednictv´ım vyvo-
lat oxidativn´ı stres a vznik za´neˇtu v bunˇka´ch aktivac´ı signa´ln´ı dra´hy NF-κβ [67, 77].
(sche´ma popsany´ch proces˚u zna´zorneˇno na obr. 2.6, str. 30)
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Obra´zek 2.5: Chemicke´ vzorce dikarbonyl˚u, konkre´tneˇ methylglyoxalu, glyoxalu a 3-
deoxyglukosonu jako nejbeˇzˇneˇjˇs´ıch glykacˇn´ıch cˇinidel, upraveno podle [67]
Jak uzˇ bylo rˇecˇeno vy´sˇe, i prionovy´ protein podle´ha´ glykacˇn´ım proces˚um a v ta-
kove´to podobeˇ, spolu se specificky´mi receptory RAGE, byl i izolova´n z mozk˚u paci-
ent˚u trp´ıc´ıch Creutzfeldovou-Jakobovou chorobou (CJD) a jeho mnozˇstv´ı porovna´no s
mozky zdravy´ch jedinc˚u [78]. Bylo zjiˇsteˇno, zˇe modifikovane´ aminokyselinove´ zbytky se
nacha´zej´ı vy´lucˇneˇ na N-konci proteinu a acˇkoli naprˇ. lidsky´ prionovy´ protein obsahuje po
odsˇteˇpen´ı signa´ln´ı sekvence 21 argininovy´ch a lysinovy´ch zbytk˚u, tak samotna´ glykace
je velmi specificka´ a u´cˇastn´ı se j´ı jen neˇktere´ vhodne´ aminokyseliny. V prˇ´ıpadeˇ lidske´ho
prionove´ho proteinu se jedna´ o lysinove´ zbytky v pozic´ıch 23, 24 a 27 a argininovy´
zbytek 37 [79]. Dı´ky teˇmto skutecˇnostem lze prˇedpokla´dat, zˇe glykace je posttranslacˇn´ı
modifikace, jezˇ by mohla ovlivnˇovat strukturu a tedy i samotnou funkci protein˚u. Po-
kud by se tento prˇedpoklad uka´zal spra´vny´m, mohl by by´t tento modifikacˇn´ı proces, a
prˇedevsˇ´ım jeho mechanismus, da´le studova´n jako c´ıl terapie (naprˇ. inhibitory nebo sti-
mula´tory glykace) a to nejen v prˇ´ıpadeˇ prionovy´ch onemocneˇn´ı, ale i v prˇ´ıpadeˇ dalˇs´ıch
neurodegenerativn´ıch chorob [67].
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Obra´zek 2.6: Sche´ma popisuj´ıc´ı pravdeˇpodobny´ mechanismus posttranslacˇn´ı neenzymaticke´
modifikace protein˚u spojeny´ch s neurodegenerativn´ımi chorobami, konkre´tneˇ proces glykace
protein˚u ve fa´z´ıch oligomerizace a tvorby amyloid˚u a na´slednou aktivaci specificky´ch receptor˚u
RAGE, jejichzˇ prostrˇednictv´ım docha´z´ı k posˇkozova´n´ı buneˇk, prˇevzato z [67]
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Kapitola 3
C´ıl pra´ce
V prˇedkla´dane´ diplomove´ pra´ci bylo my´m c´ılem prˇipravit rekombinantn´ı mysˇ´ı prionovy´
protein a studovat jeho vlastnosti. Spra´vne´ sbalen´ı purifikovane´ho a renaturovane´ho pro-
teinu bylo oveˇrˇeno pomoc´ı CD spektroskopie. Takto prˇipraveny´ protein byl pouzˇit pro
studium neenzymaticke´ modifikace postrann´ıch aminokyselinovy´ch rˇeteˇzc˚u, konkre´tneˇ
jejich volny´ch aminoskupin, pomoc´ı kyseliny glyoxalove´.
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Kapitola 4
Experimenta´ln´ı cˇa´st
4.1 Materia´l a prˇ´ıstroje
4.1.1 Pouzˇite´ chemika´lie
agarosa Bio-Rad (Hercules, USA)
akrylamid/bis-akrylamid Bio-Rad (Hercules, USA)
amberlit Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
ampicilin Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
BCIP/NBT Millipore (Watford, UK)
bromfenolova´ modrˇ Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
Coomassie Brilliant Blue G250 Bio-Rad (Hercules, USA)
dihydrogenfosforecˇnan draselny´ Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
dihydrogenfosforecˇnan sodny´ Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
DMSO Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
Deep Vent DNA polymerasa New England BioLabs (Ipswich, USA)
DNAsa II Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
dNTP’s Fermentas (Burlington, Kanada)
EDTA Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
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ethanol Penta (Praha, CˇR)
ethidium bromid Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
glutathion Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
glycerol Penta (Praha, CˇR)
glycin Penta (Praha, CˇR)
hydrogenfosforecˇnan sodny´ Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
hydroxid sodny´ Penta (Praha, CˇR)
chlorid draselny´ Penta (Praha, CˇR)
chlorid sodny´ Penta (Praha, CˇR)
IPTG Roth (Karlsruhe, Neˇmecko)
isopropanol Penta (Praha, CˇR)
kyanoborohydrid sodny´ Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
kyselina borita´ Penta (Praha, CˇR)
kyselina glyoxalova´ Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
kyselina chlorovod´ıkova´ Penta (Praha, CˇR)
kyselina octova´ Penta (Praha, CˇR)
laurylsulfa´t sodny´, n-dodecylsulfa´t sodny´ (SDS) Bio-Rad (Hercules, USA)
LB-agarosa Roth (Karlsruhe, Neˇmecko)
LB-me´dium Roth (Karlsruhe, Neˇmecko)
lysosym Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
2-merkaptoethanol Bio-Rad (Hercules, USA)
methanol Penta (Praha, CˇR)
mocˇovina Penta (Praha, CˇR)
octan sodny´ Penta (Praha, CˇR)
peroxodis´ıran amonny´ Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
PMSF Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
proteinasa K Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
Rapid Ligation pufr Fermentas (Burlington, Kanada)
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restrikcˇn´ı endonukleasa BamHI New England BioLabs (Ipswich, USA)
restrikcˇn´ı endonukleasa NdeI Fermentas (Burlington, Kanada)
RNAsa A Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
sacharosa Penta (Praha, CˇR)
susˇene´ mle´ko Bio-Rad (Hercules, USA)
T4 DNA ligasa Fermentas (Burlington, Kanada)
Tango pufr Fermentas (Burlington, Kanada)
TEMED Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
ThermoPol pufr New England BioLabs (Ipswich, USA)
Tris Roth (Karlsruhe, Neˇmecko)
Triton X-100 Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
Tween 20 Sigma (Buchs, Sˇvy´carsko)
4.1.2 Laboratorn´ı prˇ´ıstroje
• terma´ln´ı cykle´r Mastercycler Gradient, Eppendorf (Neˇmecko)
• horizonta´ln´ı agarosova´ elektrofore´za Mini-Sub Cell GT System, Bio-Rad (USA)
• dokumentacˇn´ı syste´m MiniLumi, DNR Bio-Imaging Systems (Izrael)
• centrifugy: Centrifuge 5810 R, Eppendorf (Neˇmecko); MiniSpin plus, Eppendorf
(Neˇmecko)
• inkuba´tor TCH 100, Laboratorn´ı prˇ´ıstroje (CˇR)
• inkubovana´ trˇepacˇka NB-205, N-Biotek (Korea)
• sonika´tor Sonic dismembrator, Dynatech (USA)
• pH metr inoLab Level 1, WTW (Neˇmecko)
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• pH elektroda Single Pore Glass, Hamilton (Sˇvy´carsko)
• UV-VIS spektrofotometr Biowave S2100, Biochrom (UK)
• vertika´ln´ı polyakrylamidova´ elektrofore´za Mini-PROTEAN, Bio-Rad (USA)
• blotovac´ı zarˇ´ızen´ı Trans-Blot SD System, Bio-Rad (USA)
• termostaty: CH-100, Biosan (Litva); HB-2, Wealtec (Taiwan)
4.1.3 Ostatn´ı pouzˇity´ materia´l
• chromatograficka´ kolona Econo-Pac, Bio-Rad (USA)
• dialyzacˇn´ı membra´na ZelluTrans, Roth (Neˇmecko)
• centrifugacˇn´ı filtry Amicon Ultra-4 a Ultra-0,5, Millipore (UK)
• nitrocelulosova´ membra´na, Bio-Rad (USA)
• dialyzacˇn´ı na´doby Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Units, Pierce (USA)
• souprava QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen (USA)
• souprava JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit, Genomed (Neˇmecko)
4.1.4 Bakteria´ln´ı bunˇky, plazmidy, protila´tky a afinitn´ı matri-
ce
• bakteria´ln´ı bunˇky Escherichia coli BL21(DE3)RIL, Novagen (USA)
• bakteria´ln´ı bunˇky Escherichia coli DH5α, Novagen (USA)
• plazmid pET-15b, Novagen (USA)
• mysˇ´ı monoklona´ln´ı protila´tka proti PrPC : AH6, TSE Resource Centre (UK)
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• mysˇ´ı monoklona´ln´ı protila´tka proti PrPC : AG4, TSE Resource Centre (UK)
• mysˇ´ı monoklona´ln´ı protila´tka proti PrPC AGE: EM31, Exbio (CˇR)
• koz´ı polyklona´ln´ı protila´tka proti thrombinu: K-20, Santa Cruz Biotechnology
(USA)
• osl´ı sekunda´rn´ı protila´tky: DAM-AP, DAG-AP; Jackson ImmunoResearch (USA)
• afinitn´ı matrice Ni-NTA Agarose, Qiagen (USA)
• afinitn´ı matrice Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow, GE Healthcare (UK)
4.2 Metody
4.2.1 Konstrukce plazmidu pET-15b obsahuj´ıc´ı gen pro mysˇ´ı
rekombinantn´ı prionovy´ protein (mrPrP)
• Amplifikace DNA
Ke konstrukci plazmidu obsahuj´ıc´ıho prˇ´ıslusˇny´ gen pro mrPrP byly pouzˇity pri-
mery pET-up a pET-down a jako templa´tova´ DNA plazmid pMAL-c obsahuj´ıc´ı
gen pro mrPrP (veˇnova´n T. Stopkou z U´HKT).
Primery pro PCR reakci :
pET-up:
5 - CGCGGCAGCCATATGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGGAGGGTGG - 3
pET-down:
5 - CGCGGATCCTCAGGATCTTCTCCCGTCGTAATAGGCCTGGGA - 3
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Tabulka 4.1: PCR smeˇs
voda 39,5 µl
ThermoPol pufr 5 µl
pET-up primer 0,5 µl
pET-down primer 0,5 µl
Deep Vent polymerasa 1 µl
templa´tova´ DNA 1 µl
5mM dNTP’s 2,5 µl
Pracovn´ı cyklus :
1. 94oC/2 min
2. (95oC/1 min - 62oC/1 min - 72oC/1 min) 30x
3. 72oC/10 min - 4oC
• Sˇteˇpen´ı DNA restrikcˇn´ımi enzymy
Pote´ bylo k 25 µl PCR smeˇsi prˇida´no 30 µl TANGO pufru, 5 µl smeˇsi restrikcˇn´ıch
enzymu˚ BamHI a NdeI a doplneˇno vodou do 150 µl. Smeˇs byla ponecha´na v
inkuba´toru prˇi 37oC po dobu trˇ´ı hodin. Pr˚ubeˇh reakce byl oveˇrˇen pomoc´ı hori-
zonta´ln´ı agarosove´ elektrofore´zy.
• Izolace DNA z agarosove´ho gelu
Z agarosove´ho gelu byl vyrˇ´ıznut skalpelem prouzˇek obsahuj´ıc´ı pozˇadovanou nasˇteˇ-
penou DNA, jezˇ byla pote´ izolova´na pomoc´ı soupravy QIAquick Gel Extraction
Kit [80]. Vyrˇ´ıznuty´ prouzˇek gelu byl zva´zˇen a k DNA byly prˇida´ny trˇi objemy
QG pufru. Tato smeˇs byla inkubova´na 10 minut prˇi 50oC, poprˇ. lehce vortexova´na
kazˇde´ dveˇ minuty, dokud nedosˇlo k u´plne´mu rozpusˇteˇn´ı agarosy. Pote´ byl prˇida´n
jeden objem isopropanolu a smeˇs byla intenzivneˇ promı´cha´na. Minikolonka byla
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umı´steˇna do mikrozkumavky a vzorek DNA byl aplikova´n do te´to minikolonky a
odstrˇedeˇn prˇi 14000 g, 1 minutu, prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Pote´ byl filtra´t odstraneˇn
a do minikolonky bylo prˇida´no 750 µl PE pufru a roztok byl odstrˇedeˇn prˇi 14000 g,
1 minutu, prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Zachycena´ DNA byla eluova´na z minikolonky 50
µl steriln´ı vody odstrˇedeˇn´ım prˇi 14000 g, 1 minutu, prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Kvalita
DNA byla oveˇrˇena pomoc´ı horizonta´ln´ı agarosove´ elektrofore´zy (kap. 4.2.2).
• Ligace insertn´ı DNA do plazmidu pET-15b
Izolovana´ DNA byla zaligova´na do vektoru pET-15b prˇedem nasˇteˇpene´ho re-
strikcˇn´ımi endonukleasami BamHI a NdeI.
Tabulka 4.2: Reakcˇn´ı smeˇs
DNA 6 µl
pET15b 1 µl
Rapid Ligation pufr 2 µl
T4 DNA ligasa 1 µl
Reakce prob´ıhala 30 minut prˇi laboratorn´ı teploteˇ.
4.2.2 Horizonta´ln´ı agarosova´ elektrofore´za
Roztoky :
TBE pufr (koncentrovany´ 10x): 108 g Tris-HCl, 55 g H3BO3, 14,8 g EDTA, doplneˇno
vodou na 1 l, pH 8,0
vzorkovy´ pufr: 40 % (w/v) sacharosa, 0,1 % (w/v) bromfenolova´ modrˇ
K prˇ´ıpraveˇ 1 % agarosove´ho gelu bylo smı´cha´no 0,5 g agarosy s 50 ml TBE pufru
(koncentrovany´ 1x), banˇka byla zva´zˇena a vznikla´ suspenze byla zahrˇ´ıva´na 1 minutu v
mikrovlnne´ troubeˇ do u´plne´ho rozpusˇteˇn´ı. Po ochlazen´ı na teplotu 60oC byly k roztoku
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prˇida´ny 2 µl ethidium bromidu o koncentraci 4 mg/ml. Roztok byl nalit do sestavene´
formy s hrˇebenem, po ztuhnut´ı gelu (20 minut) byl vnitrˇn´ı prostor naplneˇn TBE pufrem
(koncentrovany´m 1x) tak, aby hladina sahala 2 mm nad gel. Do jamek v gelu byly nane-
seny vzorky, prˇedem smı´chane´ se vzorkovy´m pufrem v pomeˇru 2:1. Pracovn´ı napeˇt´ı bylo
nastaveno na 71 V, elektrofore´za prob´ıhala 45 minut. Po skoncˇen´ı byl gel vizualizova´n
a naskenova´n pomoc´ı dokumentacˇn´ıho syste´mu MiniLumi od firmy DNR Bio-Imaging
Systems.
4.2.3 Transformace
K 50 µl kompetentn´ıch buneˇk E.coli (laboratorn´ı kmen DH5α) bylo prˇida´no 5 µl DNA
po PCR (ligacˇn´ı smeˇsi) a smeˇs byla ponecha´na 10 minut na ledu. Mikrozkumavka se
smeˇs´ı byla inkubova´na prˇi 42oC po dobu 42 sekund a pote´ prˇenesena na 1 minutu
zpeˇt na led (tzv. ”tepelny´ sˇok”). Ke smeˇsi bylo prˇida´no 200 µl steriln´ıho LB-me´dia bez
antibiotika a mikrozkumavka byla da´na na 1 hodinu do inkuba´toru prˇi 37oC. Pote´ byla
smeˇs nanesena na misky s agarem, ktery´ obsahuje ampicilin (100 µg/ml). Misky byly
ponecha´ny prˇes noc prˇi teploteˇ 37oC.
4.2.4 Minipreparace plazmidove´ DNA (”miniprep”)
Bylo vybra´no neˇkolik koloni´ı, narostly´ch po transformaci plazmidovou DNA, a jimi
bylo zaocˇkova´no 5 ml steriln´ıho LB-me´dia obsahuj´ıc´ıho ampicilin o koncentraci 100
µg/ml. Bakterie rostly prˇi 37oC prˇes noc prˇi trˇepa´n´ı v inkubovane´ trˇepacˇce rychlost´ı
250 rpm a byly zcentrifugova´ny prˇi 3200 g 10 minut prˇi 4oC. K izolaci DNA byl pouzˇit
JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit [81]. Po centrifugaci byl d˚ukladneˇ odstraneˇn
supernatant a peleta byla rozsuspendova´na ve 250 µl roztoku G1. Vznikla´ suspenze byla
prˇenesena do mikrozkumavky a bylo k n´ı prˇida´no 250 µl roztoku G2, smeˇs byla opatrneˇ
promı´cha´na (nevortexova´na) a ponecha´na 5 minut inkubovat prˇi laboratorn´ı teploteˇ.
Pote´ bylo prˇida´no 350 µl roztoku G3, smeˇs byla promı´cha´na a odstrˇedeˇna prˇi 14000 g,
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10 minut, prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Supernatant byl prˇenesen do minikolonky a odstrˇedeˇn
prˇi 14000 g, 1 minutu, prˇi laboratorn´ı teploteˇ, filtra´t byl pote´ odstraneˇn. Do miniko-
lonky bylo prˇida´no 500 µl G4 pufru a roztok byl odstrˇedeˇn prˇi 14000 g, 1 minutu, prˇi
laboratorn´ı teploteˇ, filtra´t byl odstraneˇn a retena´t v minikolonce byl znovu odstrˇedeˇn
prˇi 14000 g, 1 minutu, prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Zachycena´ DNA byla eluova´na z mini-
kolonky 35 µl 10 mM Tris-HCl pufru (pH 8,0), prˇedehrˇa´te´ho na 100oC, odstrˇedeˇn´ım
prˇi 14000 g, 2 minuty, prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Kvalita DNA byla oveˇrˇena pomoc´ı hori-
zonta´ln´ı agarosove´ elektrofore´zy (kap. 4.2.2) a pote´ osekvenova´na v laboratorˇi U´DMP
1. LF UK.
4.2.5 Exprese mrPrP v bakteri´ıch E.coli
K tomuto typu exprese byl pouzˇit kmen E.coli BL21(DE3)RIL. Ten ve sve´m genomu
obsahuje gen pro T7 RNA polymerasu pod kontrolou lac promotoru. Prˇ´ıdavek IPTG
(isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid) tak indukuje tvorbu T7 RNA polymerasy, ktera´
na´sledneˇ zajist´ı transkripci genu pro mrPrP, ktery´ se nale´za´ v plazmidu pET-15b pod
kontrolou T7 promotoru.
30 µl kompetentn´ıch buneˇk E.coli BL21(DE3)RIL bylo transformova´no 2 µl plazmi-
dove´ DNA po minipreparaci (kap. 4.2.4). Vybrany´mi koloniemi bylo zaocˇkova´no 10 ml
(1 ml me´dia zaocˇkova´n 1 koloni´ı) steriln´ıho LB-me´dia obsahuj´ıc´ıho ampicilin o vy´sledne´
koncentraci 100 µg/ml. Bakterie rostly prˇi 37oC prˇes noc prˇi trˇepa´n´ı v inkubovane´
trˇepacˇce prˇi 250 ota´cˇek/min. Touto bakteria´ln´ı suspenz´ı bylo zaocˇkova´no 2x500 ml
steriln´ıho LB-me´dia obsahuj´ıc´ıho 100 µg/ml ampicilin. Banˇky byly na´sledneˇ trˇepa´ny v
inkubovane´ trˇepacˇce rychlost´ı 250 rpm a teploteˇ 37 oC. Beˇhem trˇepa´n´ı byl sledova´n r˚ust
bakteri´ı v me´diu meˇrˇen´ım opticke´ hustoty prˇi 595 nm (OD595). Prˇi hodnoteˇ OD 0,6-0,9
(asi 4 hodiny) byla provedena indukce exprese proteinu prˇ´ıdavkem 5 ml 100 mM IPTG
na banˇku (na vy´slednou koncentraci 1 mM). Po indukci byly bakterie kultivova´ny 3
hodiny prˇi 250 rpm a teploteˇ 37 oC (nebo prˇes noc prˇi 25 oC). Bakterie byly rozdeˇleny
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po 50 ml a sklizeny centrifugac´ı prˇi 3200 g, 10 minut, za teploty 4oC.
4.2.6 Prˇ´ıprava mocˇovinove´ho extraktu mrPrP
Roztoky :
pufr I: PBS, 20 % sacharosa
pufr II: PBS, 25 % (w/v) sacharosa, 1 % (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSF,
5 mM 2-merkaptoethanol
ekvilibracˇn´ı pufr pro afinitn´ı chromatografii: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl,
8 M urea, 5 mM 2-merkaptoethanol; pH 8,0
Bakterie produkuj´ı pozˇadovany´ protein v denaturovane´m stavu ve formeˇ inkluzn´ıch
teˇl´ısek. Bakteria´ln´ı pelety byly zamrazeny a rozmrazeny. Pote´ byly pelety rozsuspen-
dova´ny v 2,5 ml pufru I na jednu peletu, ponecha´ny 10 minut na ledu a zcentrifu-
gova´ny prˇi 3200 g, 5 minut, 4oC. Na´sledneˇ byly pelety rozsuspendova´ny v 1 ml PBS s 1
mM PMSF na jednu peletu a jednotlive´ suspenze spojeny do jedne´ zkumavky. Vznikly´
visko´zn´ı roztok byl sonikova´n 3 x 30 sekund za chlazen´ı. K roztoku byla prˇida´na 2
mg/ml DNasa I na vy´slednou koncentraci 5 µg/ml a pote´ byl roztok ponecha´n na ledu
1 hodinu za obcˇasne´ho mı´cha´n´ı. Suspenze byla zcentrifugova´na prˇi 18500 g, 30 minut,
4oC. Membra´ny byly odmyty 1 ml pufru II a pote´ byla peleta rozsuspendova´na v 6 ml
pufru II, ponecha´na 10 minut na ledeˇ a zcentrifugova´na prˇi 18500 g, 30 minut, 4oC.
Tento postup byl jesˇteˇ jednou opakova´n. Peleta byla zva´zˇena a resuspendova´na v 6
ml ekvilibracˇn´ıho pufru. V tomto pufru byla suspenze inluzn´ıch teˇl´ısek ponecha´na prˇes
noc inkubovat prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Pote´ byla suspenze zcentrifugova´na prˇi 18500 g,
1 hodinu, 4oC. Vesˇkera´ mocˇovina pouzˇita´ prˇi tomto i prˇi na´sleduj´ıc´ıch pokusech byla
prˇecˇiˇsteˇna pomoc´ı amberlitu (ionexova´ pryskyrˇice, 1 g / 100 ml mocˇoviny).
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4.2.7 Afinitn´ı chromatografie na Ni-NTA matrici
Roztoky :
ekvilibracˇn´ı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea,
5 mM 2-merkaptoethanol; pH 8,0
promy´vac´ı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea,
5 mM 2-merkaptoethanol; pH 6,0
elucˇn´ı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea,
5 mM 2-merkaptoethanol; pH 4,5
cˇist´ıc´ı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea; pH 4,0
Redukovany´ protein byl purifikova´n vsa´dkovou chromatografii na afinitn´ı Ni-NTA
matrici. Do zkumavky bylo napipetova´no 6 ml rozsuspendovane´ afinitn´ı matrice a toto
mnozˇstv´ı bylo zcentrifugova´no prˇi 700 g, 2 minuty, 20oC. Supernatant byl odstraneˇn
a matrice resuspendova´na v desetina´sobne´m objemu ekvilibracˇn´ıho pufru. Pote´ byla
suspenze zcentrifugova´na prˇi 700 g, 2 minuty, 20oC a supernatant byl odstraneˇn. Pro-
myt´ı ekvilibracˇn´ım pufrem bylo znovu zopakova´no. K promyte´ matrici byl prˇida´n re-
dukovany´ vzorek proteinu a zkumavka byla inkubova´na 1 hodinu prˇi laboratorn´ı tep-
loteˇ. Po inkubaci byla suspenze zcentrifugova´na prˇi 600 g, 5 minut, 20oC. Superna-
tant byl odstraneˇn a matrice byla promyta desetina´sobny´m mnozˇstv´ım ekvilibracˇn´ıho
pufru a inkubova´na 20 minut prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Promyt´ı bylo znovu opakova´no s
promy´vac´ım pufrem a inkubacˇn´ı dobou 10 minut. Po druhe´ centrifugaci byl odstraneˇn
supernatant, k matrici byl prˇida´n jeden objem promy´vac´ıho pufru a cele´ mnozˇstv´ı bylo
prˇeneseno na kolonu. Po usta´len´ı matrice na dneˇ kolony byl eluova´n protein 25 ml
elucˇn´ıho pufru. Eluovane´ frakce byly sb´ıra´ny do mikrozkumavek po 1 ml objemu a
pote´ uskladneˇny v lednici. Matrice na koloneˇ byla prˇecˇiˇsteˇna desetina´sobny´m objemem
cˇist´ıc´ıho pufru, destilovane´ vody, rozsuspendova´na v 5 ml 20 % ethanolu a uskladneˇna
v lednici k dalˇs´ımu pouzˇit´ı.
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4.2.8 Oxidace a renaturace mrPrP
Roztoky :
oxidacˇn´ı pufr: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M urea; pH 8,0
renaturacˇn´ı pufr: 100 mM NaH2PO4; pH 7,0
Jednotlive´ frakce redukovane´ho mrPrP byly spojeny a dialyzova´ny proti 1 l oxidacˇn´ı-
ho pufru prˇes noc prˇi 4oC. U zdialyzovane´ho vzorku bylo promeˇrˇeno cele´ spektrum
v ultrafialove´ oblasti a spocˇtena koncentrace proteinu. Roztok proteinu byl narˇedeˇn
oxidacˇn´ım pufrem na prˇiblizˇnou koncentraci 100 µg/ml a po prˇida´n´ı oxidovane´ho glu-
tathionu (GSSG) o vy´sledne´ koncentraci 1 mM trˇepa´n prˇes noc v inkubovane´ trˇepacˇce
prˇi 150 rpm a teploteˇ 25 oC. Takto oxidovany´ protein byl dialyzova´n proti 2 l rena-
turacˇn´ıho pufru prˇes noc prˇi 4oC. Pr˚ubeˇh oxidace byl monitorova´n pomoc´ı HPLC, tento
experiment byl proveden J. Sˇebest´ıkem z U´OCHB AV CˇR.
4.2.9 Enzymaticke´ odsˇteˇpen´ı 6xHis-kotvy
K renaturovane´mu proteinu byl prˇida´n 1 µl lidske´ho thrombinu (1000 U/ml) na 1 ml
vzorku (vy´sledna´ koncentrace 1 U/ml), smeˇs byla lehce promı´cha´na a inkubova´na 2 ho-
diny prˇi 37oC. Pote´ byl vzorek zcentrifugova´n prˇi 20000 g, 15 minut, 4oC a supernatant
prˇipraven pro dalˇs´ı purifikacˇn´ı krok.
4.2.10 Afinitn´ı chromatografie na benzamidinove´ matrici
Renaturovany´ protein s odsˇteˇpenou 6xHis-kotvou byl purifikova´n vsa´dkovou chroma-
tografii na afinitn´ı benzamidinove´ matrici. Do zkumavky bylo napipetova´no 100 µl
rozsuspendovane´ afinitn´ı matrice na 1 ml vzorku proteinu a toto mnozˇstv´ı bylo zcentri-
fugova´no prˇi 700 g, 2 minuty, 4oC. Supernatant byl odstraneˇn a matrice resuspendova´na
v desetina´sobne´m objemu renaturacˇn´ıho pufru. Pote´ byla suspenze zcentrifugova´na prˇi
700 g, 2 minuty, 4oC a supernatant byl odstraneˇn. Promyt´ı renaturacˇn´ım pufrem bylo
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znovu zopakova´no. K ekvilibrovane´ matrici byl prˇida´n vzorek proteinu a zkumavka byla
inkubova´na 30 minut prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Po inkubaci byla suspenze zcentrifugova´na
prˇi 600 g, 5 minut, 4oC. Supernatant byl opatrneˇ odsa´n a pote´ prˇefiltrova´n prˇes 0,22 µm
filtr a uchova´n v lednici. Pouzˇita´ matrice byla prˇecˇiˇsteˇna 50 mM aceta´tovy´m pufrem
(pH 5,0) a v tomto pufru s 20 % ethanolem uskladneˇna k opeˇtovne´mu pouzˇit´ı.
4.2.11 Neenzymaticka´ modifikace mrPrP
Renaturovany´ protein po afinitn´ı chromatografii na benzamidinove´ matrici byl ultrafil-
trova´n a t´ım zbaven odsˇteˇpene´ 6xHis-kotvy. Takto prˇecˇiˇsteˇny´ mrPrP byl modifikova´n
kyselinou glyoxalovou a to ve vzorc´ıch obsahuj´ıc´ıch kyselinu glyoxalovou o koncentraci
0; 0,5; 5; 50 mM. K roztoku proteinu byla nejprve prˇida´na 1 M kyselina glyoxalova´
rozpusˇteˇna´ v renaturacˇn´ım pufru a na´sledneˇ bylo upraveno pH zpeˇt na hodnotu 7,0 po-
moc´ı 5 M NaOH. Pote´ byl prˇida´n 1 M roztok kyanoborohydridu sodne´ho v DMSO na
vy´slednou koncentraci 1 mM. Modifikace (rovnice reakce na obr. 4.1) prob´ıhala prˇes noc
a smeˇs byla ponecha´na na ky´vacˇce prˇi 4oC. Takto zmodifikovany´ protein byl zcentrifu-
gova´n prˇi 14000 g, 15 minut, 4oC a pote´ byly jak supernatanty, tak pelety analyzova´ny
pomoc´ı SDS-PAGE a western blotu.
NH2 CH2
NaBH3CN
protein+C
O
OH
C
O
H
C
O
HO
NH protein
Obra´zek 4.1: Rovnice reakce kyseliny glyoxalove´ s koncovou aminoskupinou proteinu
4.2.12 Sˇteˇpen´ı mrPrP pomoc´ı proteinasy K
Spra´vneˇ sbaleny´, prˇecˇiˇsteˇny´ a ultrafiltrovany´ protein byl podroben sˇteˇpen´ı proteinasou
K, a to v koncentrac´ıch 0; 0,5; 5; 50 µg/ml proteinasy K v renaturacˇn´ım pufru. Sˇteˇpen´ı
prob´ıhalo 30 minut prˇi 37 oC a pote´ bylo ukoncˇeno prˇida´n´ım 50 mM PMSF v DMSO na
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fina´ln´ı koncentraci 1 mM. Vzorky sˇteˇpene´ho proteinu byly analyzova´ny pomoc´ı western
blotu.
4.2.13 SDS-PAGE (elektrofore´za v denaturuj´ıc´ım polyakryl-
amidove´m gelu)
Roztoky :
vzorkovy´ pufr (koncentrovany´ 5x): 0,312 M Tris-HCl, 50 % glycerol, 5 % SDS,
0,025 % bromfenolova´ modrˇ; pH 6,8
pufr A: 1,875 M Tris, 0,5 % SDS; pH 8,8
pufr B: 0,625 M Tris, 0,5 % SDS; pH 6,8
elektrodovy´ pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1 % (w/v) SDS; pH 8,8
Tabulka 4.3: Prˇ´ıprava polyakrylamidovy´ch gel˚u (rozpis pro prˇ´ıpravu dvou gel˚u)
slozˇen´ı 12 % separacˇn´ı gel 5 % zaostrˇovac´ı gel
destilovana´ voda 4,9 ml 2,633 ml
pufr A 2 ml (pH 8,8) -
pufr B - 0,823 ml (pH 6,8)
40 % akrylamid/bis smeˇs 3 ml 0,5 ml
TEMED 5 µl 5 µl
10 % (w/v) APS 100 µl 40 µl
Analy´za proteinove´ho slozˇen´ı vzork˚u byla prova´deˇna pomoc´ı SDS-PAGE v denatu-
ruj´ıc´ım polyakrylamidove´m gelu na prˇ´ıstroji Mini-PROTEAN (Bio-Rad) pro vertika´ln´ı
polyakrylamidovou elektrofore´zu. Byl prˇipraven 12 % separacˇn´ı gel a 5 % zaostrˇovac´ı gel
(tab. 4.3). Vzorky byly smı´cha´ny se vzorkovy´m pufrem v pomeˇru 5:1 a 5 minut povarˇeny
na vodn´ı la´zni. Elektrofore´za prob´ıhala prˇi napeˇt´ı 100 V prˇiblizˇneˇ 90 minut. Pro sta-
noven´ı velikosti protein˚u byl pouzˇit marker PageRuler Prestained Protein Ladder od
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firmy Fermentas. Rozdeˇlene´ proteiny byly obarveny roztokem Coommassie Briliant Blue
G-250 od firmy Bio-Rad. Obarvene´ gely byly na´sledneˇ naskenova´ny a denzitometricky
analyzova´ny pomoc´ı dokumentacˇn´ıho syste´mu MiniLumi a softwaru GelQuant Analysis
Software od firmy DNR Bio-Imaging Systems, ktery´ umozˇnˇuje velmi prˇesnou denzito-
metrickou analy´zu automatickou detekc´ı jednotlivy´ch prouzˇk˚u (”band˚u”) na elektrofo-
reogramu [82]. Pomoc´ı tohoto programu byla stanovena i cˇistota proteinu.
Slozˇen´ı roztoku Coommassie Briliant Blue G-250 od firmy Bio-Rad :
50 mg Coommassie Briliant Blue G-250, 450 ml 96 % ethanolu,
100 ml 99,8 % kyseliny octove´, 450 ml destilovane´ vody
Slozˇen´ı odbarvovac´ıho roztoku:
350 ml 96 % ethanolu, 100 ml 99,8 % kyseliny octove´, 550 ml destilovane´ vody
4.2.14 Western blot (elektroforeticky´ prˇenos protein˚u na mem-
bra´nu s imunochemickou detekc´ı)
Roztoky :
anodovy´ pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 10 % methanol; pH 8,3
katodovy´ pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin; pH 8,3
TBS: 2,4 g Tris, 8,5 g NaCl, doplnit destilovanou vodou do 1 l
TBS-T: 2,4 g Tris, 8,5 g NaCl, 250 µl Tween 20, doplnit destilovanou vodou do 1 l
Elektroforeticky´ prˇenos protein˚u na membra´nu byl proveden pomoc´ı prˇ´ıstroje Trans-
Blot SD System (Bio-Rad). Na anodu bylo naneseno 6 filtracˇn´ıch pap´ır˚u namocˇeny´ch v
anodove´m pufru a pap´ıry byly uhlazeny va´lecˇkem. Pote´ byla na pap´ıry umı´steˇna nitroce-
lulosova´ membra´na namocˇena´ v anodove´m pufru a polyakrylamidovy´ gel s rozdeˇleny´mi
proteiny namocˇeny´ v katodove´m pufru. Na gel byla polozˇena vrstva sˇesti filtracˇn´ıch
pap´ır˚u namocˇeny´ch v katodove´m pufru a vsˇe bylo uhlazeno va´lecˇkem. Blotova´n´ı prob´ıha-
lo 1 hodinu prˇi konstantn´ım proudu 0,1 A na 1 gel. Membra´na byla promy´va´na 15 minut
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v TBS-T, 15 minut v TBS-T s 5 % susˇeny´m mle´kem a pote´ zatavena do fo´lie s 2,5 ml
TBS-T s 1 % susˇeny´m mle´kem a prima´rn´ımı´ protila´tkami v prˇ´ıslusˇne´m pomeˇru. Takto
byla membra´na inkubova´na prˇes noc prˇi 4oC. Na´sleduj´ıc´ı den byla membra´na promyta
4 x 5 minut v TBS-T a 1 x 5 minut v TBS-T s 5 % susˇeny´m mle´kem a pote´ zatavena do
fo´lie s 2,5 ml TBS-T s 1 % susˇeny´m mle´kem a sekunda´rn´ı protila´tkou s konjugovanou
alkalickou fosfata´zou v prˇ´ıslusˇne´m pomeˇru. Takto byla membra´na inkubova´na 1 hodinu
prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Pote´ byla membra´na promyta 4 x 5 minut v TBS a zatavena do
fo´lie s 1 ml substra´tu BCIP/NBT. Postupne´ obarvova´n´ı membra´ny bylo kontrolova´no
vizua´lneˇ. Po vyvola´n´ı byla membra´na opla´chnuta v TBS, ususˇena ve vertika´ln´ı poloze
a naskenova´na pomoc´ı dokumentacˇn´ıho syste´mu MiniLumi od firmy DNR Bio-Imaging
Systems.
4.2.15 Spektra´ln´ı analy´za
• Stanoven´ı koncentrace protein˚u promeˇrˇen´ım UV spektra
Koncentrace protein˚u byla stanovena promeˇrˇen´ım UV spektra roztoku proteinu v
prˇ´ıslusˇne´m pufru v kyveteˇ o de´lce 1 cm. Jako slepy´ vzorek byl pouzˇit cˇisty´ pufr, ve
ktere´m byl protein rozpusˇteˇn. Pro stanoven´ı koncentrace byla pouzˇita absorbance
A prˇi vlnove´ de´lce 280 nm a z te´to hodnoty byla spocˇtena koncentrace podle
Lambert-Beerova za´kona:
A = ǫ · c · l,
kde ǫ je mola´rn´ı extinkcˇn´ı koeficient, c je koncentrace a l je opticka´ dra´ha.
• Meˇrˇen´ı spekter cirkula´rn´ıho dichroismu
CD spektra v daleke´ UV-oblasti byla meˇrˇena na spektropolarimetru Jasco 815
(Japonsko). Meˇrˇen´ı byla prova´deˇna prˇi laboratorn´ı teploteˇ v renaturacˇn´ım pufru
(100 mM NaH2PO4) o r˚uzne´m pH (pH = 5,0 - 8,0). Spektra v oblasti 190 azˇ
300 nm byla z´ıska´na pr˚umeˇrem ze dvou pocˇ´ıtacˇem kontrolovany´ch meˇrˇen´ı s kro-
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kem 0.1 nm, rychlost´ı za´znamu 10 nm/min a cˇasovou konstantou 8 sekund. Op-
ticka´ de´lka pouzˇite´ krˇemenne´ kyvety byla 0,1 cm. Spektrum je vyja´drˇeno jako
za´vislost mola´rn´ı elipticity na vlnove´ de´lce prˇepocˇtene´ na mola´rn´ı koncentraci
zpr˚umeˇrovane´ho aminokyselinove´ho zbytku. Koncentrace proteinu byla 50 µg/ml.
Tato meˇrˇen´ı byla provedena L. Bedna´rovou z U´OCHB AV CˇR.
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Kapitola 5
Vy´sledky
5.1 Konstrukce plazmidu pET-15b obsahuj´ıc´ı gen
pro mysˇ´ı rekombinantn´ı prionovy´ protein
(mrPrP)
Ko´duj´ıc´ı DNA byla namnozˇena metodou PCR (kap. 4.2.1). Jako templa´t byl pouzˇit
plazmid pMAL-c obsahuj´ıc´ı prˇ´ıslusˇny´ gen pro mysˇ´ı prionovy´ protein Prnpa 23-231.
Reakcˇn´ı smeˇs po PCR byla nasˇteˇpena restrikcˇn´ımi endonukleasami NdeI a BamHI
a produkt byl rozdeˇlen pomoc´ı horizonta´ln´ı agarosove´ elektrofore´zy (kap. 4.2.2) v 1,0 %
agarosove´m gelu. Cˇa´st gelu obsahuj´ıc´ı DNA ko´duj´ıc´ı mrPrP (fragment o de´lce prˇiblizˇneˇ
630 bps) byl skalpelem vyrˇ´ıznut a DNA byla z gelu izolova´na pomoc´ı vy´sˇe zmı´neˇne´
soupravy (kap. 4.2.1).
Ligace (kap. 4.2.1) prob´ıhala 30 minut prˇi laboratorn´ı teploteˇ. Touto ligacˇn´ı smeˇs´ı
byly transformova´ny bakteria´ln´ı bunˇky E.coli DH5α (kap. 4.2.3). Ze cˇtyrˇ koloni´ı byla
provedena minipreparace plazmidove´ DNA (kap. 4.2.4). K potvrzen´ı prˇ´ıtomnosti in-
zertn´ı DNA ko´duj´ıc´ı mrPrP v plazmidu pET-15b (obr. 5.1, str. 50) bylo provedeno
sˇteˇpen´ı restrikcˇn´ımi endonukleasami BamHI a NdeI (obr. 5.2, str. 51). Takto byl
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vysˇteˇpen u´sek DNA o velikosti prˇiblizˇneˇ 630 bps, cozˇ odpov´ıda´ velikosti genu Prnpa.
Vy´sledek sˇteˇpen´ı byl oveˇrˇen pomoc´ı horizonta´ln´ı agarosove´ elektrofore´zy (kap. 4.2.2).
Vybrane´ klony (3 a 4), obsahuj´ıc´ı DNA ko´duj´ıc´ı mrPrP v plazmidu pET-15b, byly
osekvenova´ny v oblasti ko´duj´ıc´ı dany´ fu´zn´ı protein (obr. 5.3, str. 51). K sekvenaci byla
pouzˇita souprava BigDye Terminator v3.1 Sequencing kit od firmy Applied Biosystems
(USA) a vzorky byly analyzova´ny pomoc´ı kapila´rn´ıho sekvena´toru ABI Prism 3100-
Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) v laboratorˇi U´DMP 1. LF UK.
Pro expresi proteinu byl vybra´n jeden klon – klon 4. Podle sekvenace vykazoval
tento klon 100 % shodu s prˇedlohou.
Obra´zek 5.1: Plazmid pET-15b s vyznacˇeny´m mı´stem inzerce DNA ko´duj´ıc´ı mrPrP 23-231
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insert
marker 1 2 3 4
plazmid
421
925
1489
1882
2690
3472
6223
19329
Obra´zek 5.2: Kontrola ligace DNA ko´duj´ıc´ı mrPrP do plazmidu pET-15b pomoc´ı restrikcˇn´ıch
endonukleas BamHI a NdeI, dra´ha marker: λ DNA/Eco13I (StyI) marker, dra´ha 1, 2, 3, 4:
jednotlive´ klony plazmidove´ DNA po minipreparaci sˇteˇpene´ pomoc´ı restrikcˇn´ıch endonukleas
BamHI a NdeI )
Obra´zek 5.3: U´sek plazmidove´ DNA ko´duj´ıc´ı fu´zn´ı protein mrPrP 23-231 s 6xHis-kotvou
(oznacˇenou jako His-tag, sˇteˇpne´ mı´sto pro thrombin oznacˇene´ jako Thrombin) s vyznacˇeny´m
T7 promotorem a termina´torem a s vyznacˇeny´m lac opera´torem
5.2 Prˇ´ıprava mysˇ´ıho rekombinantn´ıho prionove´ho
proteinu (mrPrP)
Rekombinantn´ı prionovy´ protein lze prˇipravit expres´ı v kompetentn´ıch bakteri´ıch E.coli
BL21(DE3)RIL. C´ılem me´ho projektu bylo prˇipravit mrPrP v takove´m mnozˇstv´ı a
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cˇistoteˇ, aby mohla by´t provedena spektra´ln´ı analy´za, jezˇ by oveˇrˇila u´cˇinnost purifikace
a renaturace proteinu.
5.2.1 Exprese mrPrP v bakteri´ıch E.coli
Kompetentn´ı bunˇky E.coli BL21(DE3)RIL byly transformova´ny plazmidem pET-15b
obsahuj´ıc´ım u´sek ko´duj´ıc´ı mrPrP 23-231. Narostly´mi koloniemi byla zaocˇkova´na LB-
me´dia v Erlenmeyerovy´ch banˇka´ch obsahuj´ıc´ıch antibiotikum ampicilin a banˇky byly
trˇepa´ny v inkubovane´ trˇepacˇce prˇi 37oC. Prˇi OD595 0,65 byl prˇida´n do me´dia roztok
IPTG na konecˇnou koncentraci 1 mM (r˚ustova´ krˇivka na obr. 5.4).
IPTG
Obra´zek 5.4: Ru˚stova´ krˇivka exprese mrPrP v bunˇka´ch E.coli BL21(DE3)RIL, indukce po-
moc´ı IPTG byla provedena prˇi OD595 = 0,65
Po indukci byly bakterie kultivova´ny 4 hodiny a pote´ umı´steˇny prˇes noc do chladove´
mı´stnosti.
5.2.2 Prˇ´ıprava mocˇovinove´ho extraktu mrPrP
Po expresi mrPrP v bunˇka´ch E.coli BL21(DE3)RIL a na´sledne´ centrifugaci 1 litru
bakteria´ln´ı suspenze bylo z´ıska´no 16,2 g mokre´ biomasy. Z bakteria´ln´ıch buneˇk byly
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izolova´ny inkluzn´ı teˇl´ıska, jezˇ byly na´sledneˇ promy´va´ny pufrem s obsahem sacharosy,
detergentu a redukcˇn´ıho cˇinidla (kap. 4.2.6). Hmotnost inkluz´ı po izolaci byla 1,2 g.
(elektroforeogram a western blot na obr. 5.5)
mrPrP
10
15
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35
40
55
70
100
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170
Obra´zek 5.5: SDS elektroforeogram (vlevo) a western blot (vpravo, obarveny´ prima´rn´ımi pro-
tila´tkami AG4 v pomeˇru 1:4000 a AH6 v pomeˇru 1:2000 a sekunda´rn´ı protila´tkou DAM AP v
pomeˇru 1:8000) zachycuj´ıc´ı promy´va´n´ı inkluzn´ıch teˇl´ısek mrPrP, jednotlive´ dra´hy zna´zornˇuj´ı:
MW - SDS marker molekulovy´ch hmotnost´ı; 1 - buneˇcˇna´ suspenze po indukci IPTG; 2 -
buneˇcˇny´ supernatant; 3 - suspenze inkluzn´ıch teˇl´ısek v pufru A; 4 - supernatant po 1. promyt´ı
pufrem II; 5 - supernatant po 2. promyt´ı pufrem II; 6 - izolovana´ inkluzn´ı teˇl´ıska
5.2.3 Afinitn´ı chromatografie na Ni-NTA matrici
Izolovana´ inkluzn´ı teˇl´ıska byla rozpusˇteˇna v 8 M mocˇovineˇ s prˇ´ıdavkem 5 mM 2-
merkaptoethanolu pro dosazˇen´ı u´plne´ redukce proteinu. Nerozpusˇteˇne´ proteiny byly
odstraneˇny centrifugac´ı a supernatant byl da´le purifikova´n pomoc´ı vsa´dkove´ afinitn´ı
chromatografie s pouzˇit´ım afinitn´ı matrice Ni-NTA Agarose od firmy Qiagen, prˇedem
ekvilibrovane´ na pH 8,0 (kap. 4.2.7). Po nanesen´ı supernatantu byla afinitn´ı matrice
dvakra´t promyta a zachyceny´ protein byl eluova´n krokovy´m sn´ızˇen´ım pH azˇ na hod-
notu 4,5. Vy´sledny´ch trˇicet frakc´ı vcˇetneˇ p˚uvodn´ıho supernatantu (prˇed nanesen´ım a
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po inkubaci s afinitn´ı matrici) a jednotlivy´ch promyt´ı bylo pote´ analyzova´no pomoc´ı
SDS-PAGE (kap. 4.2.13) a western blotu (kap. 4.2.14) zna´zorneˇne´ na obr. 5.6 a obr.
5.7.
mrPrP
dimer
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Obra´zek 5.6: SDS elektroforeogram (vlevo) a western blot (vpravo, obarveny´ prima´rn´ımi
protila´tkami AG4 v pomeˇru 1:4000 a AH6 v pomeˇru 1:2000 a sekunda´rn´ı protila´tkou DAM AP
v pomeˇru 1:8000) zachycuj´ıc´ı supernatant obsahuj´ıc´ı mrPrP prˇed nanesen´ım a po inkubaci s
afinitn´ı matric´ı a jednotliva´ promyt´ı afinitn´ı matrice, jednotlive´ dra´hy zna´zornˇuj´ı: MW - SDS
marker molekulovy´ch hmotnost´ı; 1 - supernatant prˇed nanesen´ım na afinitn´ı matrici; 2 -
supernatant po nanesen´ı na afinitn´ı matrici; 3 - supernatant po 1. promyt´ı; 4 - supernatant
po 2. promyt´ı
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Obra´zek 5.7: SDS elektroforeogram zna´zornˇuj´ıc´ı pr˚ubeˇh afinitn´ı chromatografie mrPrP na
Ni-NTA matrici, jednotlive´ dra´hy zna´zornˇuj´ı: 1 - SDS marker molekulovy´ch hmotnost´ı; 1-30 -
frakce
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5.2.4 Oxidace a renaturace mrPrP
Eluovane´ frakce 2 azˇ 30 byly spojeny a dialyzova´ny proti oxidacˇn´ımu pufru pro u´plne´
odstraneˇn´ı 2-merkaptoethanolu. V tomto pufru prˇi pH 8,0 byl redukovany´ protein
narˇedeˇn na koncentraci 100 µg/ml (koncentrace proteinu v 8 M mocˇovineˇ byla sta-
novena promeˇrˇen´ım UV spektra, viz. kap. 4.2.15 a 5.3.1, spektrum zna´zorneˇno na obr.
5.8) a oxidova´n pomoc´ı oxidovane´ho glutathionu (GSSG) o vy´sledne´ koncentraci 1 mM
(kap. 4.2.8). Pr˚ubeˇh oxidace byl monitorova´n pomoc´ı HPLC (zna´zorneˇno na obr. 5.9,
str. 56) a pomoc´ı SDS-PGE (kap. 4.2.13) a western blotu (kap. 4.2.14) (zna´zorneˇno na
obr. 5.10, str. 57 a obr. 5.11, str. 58).
Obra´zek 5.8: Absorpcˇn´ı spektrum spojeny´ch frakc´ı mrPrP po redukci a po oddialyzova´n´ı
2-merkaptoethanolu
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redukovaná forma mrPrP
oxidovaná forma mrPrP
Obra´zek 5.9: Pr˚ubeˇh vymy´va´n´ı redukovane´ a oxidovane´ formy mrPrP z HPLC kolony (frakce
byly vymy´va´ny gradientem acetonitrilu od 5 - 55 % prˇi 70oC), jednotlive´ formy mrPrP jsou
oznacˇeny a barevneˇ odliˇseny (modrˇe je zna´zorneˇna redukovana´ forma, cˇerveneˇ a zeleneˇ je
zna´zorneˇna oxidovana´ forma)
5.2.5 Enzymaticke´ odsˇteˇpen´ı 6xHis-kotvy
Renaturovany´ mrPrP byl vystaven p˚usoben´ı proteolyticke´ho enzymu thrombinu (1000
U/ml) o vy´sledne´ koncentraci 1 U/ml (kap. 5.2.5). Odsˇteˇpena´ 6xHis-kotva byla v za´veˇru
purifikace (po afinitn´ı chromatografii na benzamidinove´ matrici) odstraneˇna ultrafiltrac´ı
pomoc´ı filtr˚u Amicon Ultra od firmy Millipore (UK). Pr˚ubeˇh enzymaticke´ho odsˇteˇpen´ı
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6xHis-kotvy byl monitorova´n pomoc´ı SDS-PAGE (kap. 4.2.13) a western blotu (kap.
4.2.14) (zna´zorneˇno na obr. 5.10, str. 57 a obr. 5.11, str. 58).
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Obra´zek 5.10: SDS elektroforeogram zachycuj´ıc´ı pr˚ubeˇh oxidace a renaturace mrPrP, enzy-
maticke´ho odsˇteˇpen´ı 6xHis-kotvy a afinitn´ı chromatografie na benzamidinove´ matrici, jednot-
live´ dra´hy zna´zornˇuj´ı: MW - SDS marker molekulovy´ch hmotnost´ı; 1 - spojene´ frakce 2 azˇ
30 po afinitn´ı chromatografii na Ni-NTA matrici; 2 - redukovany´ mrPrP v 8 M mocˇovineˇ;
3 - oxidovany´ mrPrP v 8 M mocˇovineˇ; 4 - renaturovany´ mrPrP s 6xHis-kotvou, necentrifugo-
vany´ vzorek; 5 - renaturovany´ mrPrP s 6xHis-kotvou, supernatant; 6 - renaturovany´ mrPrP s
6xHis-kotvou, peleta; 7 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, necentrifugovany´ vzorek; 8 -
renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, supernatant; 9 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy,
peleta; 10 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po afinitn´ı chromatografii na benzamidinove´
matrici
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Obra´zek 5.11: Western blot (obarveny´ prima´rn´ımi protila´tkami AG4 v pomeˇru 1:4000 a AH6
v pomeˇru 1:2000 a sekunda´rn´ı protila´tkou DAM AP v pomeˇru 1:8000) zachycuj´ıc´ı pr˚ubeˇh
oxidace a renaturace mrPrP, enzymaticke´ho odsˇteˇpen´ı 6xHis-kotvy a afinitn´ı chromatografie
na benzamidinove´ matrici, jednotlive´ dra´hy zna´zornˇuj´ı: MW - SDS marker molekulovy´ch
hmotnost´ı; 1 - spojene´ frakce 2 azˇ 30 po afinitn´ı chromatografii na Ni-NTA matrici; 2 -
redukovany´ mrPrP v 8 M mocˇovineˇ; 3 - oxidovany´ mrPrP v 8 M mocˇovineˇ; 4 - renaturovany´
mrPrP s 6xHis-kotvou, necentrifugovany´ vzorek; 5 - renaturovany´ mrPrP s 6xHis-kotvou,
supernatant; 6 - renaturovany´ mrPrP s 6xHis-kotvou, peleta; 7 - renaturovany´ mrPrP bez
6xHis-kotvy, necentrifugovany´ vzorek; 8 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, supernatant;
9 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, peleta; 10 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy
po afinitn´ı chromatografii na benzamidinove´ matrici
5.2.6 Afinitn´ı chromatografie na benzamidinove´ matrici
Renaturovany´ mrPrP s odsˇteˇpenou 6xHis-kotvou byl centrifugova´n prˇi 20000 g, 15 mi-
nut, 4oC a supernatant byl da´le purifikova´n pomoc´ı vsa´dkove´ afinitn´ı chromatografie s
pouzˇit´ım afinitn´ı matrice Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow od firmy GE Healthcare,
prˇedem ekvilibrovane´ na pH 7,0 (kap. 4.2.10). Po nanesen´ı supernatantu byla afinitn´ı
matrice inkubova´na 30 minut prˇi laboratorn´ı teploteˇ a po nava´za´n´ı thrombinu zcentri-
fugova´na prˇi 700 rpm, 5 minut, 4oC. Supernatant byl prˇefiltrova´n prˇes 0,22 µm filtr a po
na´sledne´ ultrafiltraci byl plneˇ purifikovany´ mrPrP prˇipraven pro analy´zu. Cely´ pr˚ubeˇh
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purifikace, vcˇetneˇ odstraneˇn´ı thrombinu po odsˇteˇpen´ı 6xHis-kotvy (obr. 5.12), byl mo-
nitorova´n pomoc´ı SDS-PAGE (kap. 4.2.13) a western blotu (kap. 4.2.14) (zna´zorneˇno
na obr. 5.10, str. 57 a obr. 5.11, str. 58). Graf s denzitometricky urcˇeny´mi hodnotami
(zna´zorneˇno na obr. 5.13, str. 60) ukazuje vzr˚ustaj´ıc´ı cˇistotu proteinu beˇhem purifikace
(hodnoty vyja´drˇeny v procentech celkove´ho mnozˇstv´ı proteinu ve vzorku).
Obra´zek 5.12: Western blot (vlevo, obarveny´ prima´rn´ımi protila´tkami AG4 v pomeˇru 1:4000
a AH6 v pomeˇru 1:2000 a sekunda´rn´ı protila´tkou DAM AP v pomeˇru 1:8000) a western blot
(vpravo, obarveny´ prima´rn´ı protila´tkou K-20 specifickou v˚ucˇi thrombinu v pomeˇru 1:100 a
sekunda´rn´ı protila´tkou DAG AP v pomeˇru 1:8000) zachycuj´ıc´ı pr˚ubeˇh oxidace a renaturace
mrPrP, enzymaticke´ho odsˇteˇpen´ı 6xHis-kotvy a afinitn´ı chromatografie na benzamidinove´ ma-
trici, jednotlive´ dra´hy zna´zornˇuj´ı: MW - SDS marker molekulovy´ch hmotnost´ı; 1 - spojene´
frakce 2 azˇ 30 po afinitn´ı chromatografii na Ni-NTA matrici; 2 - redukovany´ mrPrP v 8 M
mocˇovineˇ; 3 - oxidovany´ mrPrP v 8 M mocˇovineˇ; 4 - renaturovany´ mrPrP s 6xHis-kotvou, ne-
centrifugovany´ vzorek; 5 - renaturovany´ mrPrP s 6xHis-kotvou, supernatant; 6 - renaturovany´
mrPrP s 6xHis-kotvou, peleta; 7 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, necentrifugovany´
vzorek; 8 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, supernatant; 9 - renaturovany´ mrPrP bez
6xHis-kotvy, peleta; 10 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po afinitn´ı chromatografii na
benzamidinove´ matrici
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Obra´zek 5.13: Graf zna´zornˇuj´ıc´ı mnozˇstv´ı pozˇadovane´ formy mrPrP beˇhem redukce, oxidace
a renaturace mrPrP, enzymaticke´ho odsˇteˇpen´ı 6xHis-kotvy a afinitn´ı chromatografie na ben-
zamidinove´ matrici vyja´drˇene´ v procentech celkove´ho mnozˇstv´ı proteinu ve vzorku, hodnoty
v grafu jsou urcˇeny denzitometricky, vzorky (cˇislova´n´ı se shoduje s obr. 5.10, str. 57): 2 - re-
dukovany´ mrPrP v 8 M mocˇovineˇ; 3 - oxidovany´ mrPrP v 8 M mocˇovineˇ; 4 - renaturovany´
mrPrP s 6xHis-kotvou, necentrifugovany´ vzorek; 7 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, ne-
centrifugovany´ vzorek; 10 - renaturovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po afinitn´ı chromatografii
na benzamidinove´ matrici
5.3 Spektra´ln´ı analy´za mysˇ´ıho rekombinantn´ıho pro-
teinu (mrPrP)
Renaturovany´ a purifikovany´ protein byl v konecˇne´ fa´zi analyzova´n pomoc´ı spektra´ln´ıch
metod: UV spektrofotometrie a CD spektroskopie.
5.3.1 Stanoven´ı koncentrace protein˚u promeˇrˇen´ım UV spektra
Koncentrace proteinu byla spocˇtena z nameˇrˇene´ hodnoty absorbance pomoci Lambert-
Beerova za´kona (kap. 4.2.15). Aby mohla by´t koncentrace vyja´drˇena v jednotka´ch
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mg/ml, byla vyna´sobena hodnotou M podle vztahu odvozene´ho z Lambert-Beerova
za´kona:
c [mg/ml] =
A
l ǫλ
·M [g/mol]
kde ǫλ je mola´rn´ı extinkcˇn´ı koeficient, c je koncentrace, l je opticka´ dra´ha a M je
mola´rn´ı hmotnost.
Pro tyto vy´pocˇty byla pouzˇita hodnota mola´rn´ıho extinkcˇn´ıho koeficientu prˇi 280 nm
62400 dm3/(mol.cm) a to jak pro mrPrP s 6xHis-kotvou, tak pro mrPrP bez 6xHis-
kotvy. Dalˇs´ı hodnotou nutnou pro vy´pocˇet koncentrace proteinu byla mola´rn´ı hmotnost,
jezˇ se rovna´ 25458 g/mol pro mrPrP s 6xHis-kotvou a 23576 g/mol pro mrPrP bez
6xHis-kotvy.
Koncentrace mrPrP v µg/ml v jednotlivy´ch kroc´ıch purifikace vystihuje graf na obr.
5.14. Konecˇny´ vy´teˇzˇek cˇiste´ho spra´vneˇ sbalene´ho proteinu bez 6xHis-kotvy byl 4 mg/ml
(z 1 litru buneˇcˇne´ kultury).
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Obra´zek 5.14: Graf zna´zornˇuj´ıc´ı mnozˇstv´ı mrPrP v µg/ml beˇhem oxidace a renaturace mrPrP
(vzorek 1), enzymaticke´ho odsˇteˇpen´ı 6xHis-kotvy (vzorky 2 a 3) a afinitn´ı chromatografie na
benzamidinove´ matrici (vzorek 4)
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5.3.2 CD spektroskopie
Spra´vny´ obsah α-helika´ln´ı sekunda´rn´ı struktury renaturovane´ho a plneˇ purifikovane´ho
mrPrP s 6xHis-kotvou i bez 6xHis-kotvy byl oveˇrˇen pomoc´ı metody meˇrˇen´ı cirkula´rn´ıho
dichroismu (CD). Spektra obou forem proteinu o koncentraci 50 µg/ml v renaturacˇn´ım
pufru (100 mM NaH2PO4) prˇi pH 5,0; pH 6,0; pH 7,0 a pH 8,0 (obr. 5.15) byla meˇrˇena
na spektropolarimetru Jasco 815 (Japonsko) prˇi laboratorn´ı teploteˇ (kap. 4.2.15). Tato
meˇrˇen´ı byla provedena L. Bedna´rovou z U´OCHB AV CˇR.
Obra´zek 5.15: CD spektra mrPrP 23-231 meˇrˇene´ v daleke´ UV-oblasti prˇi pH 5,0 azˇ 8,0,
spektra jsou pro jednotlive´ formy proteinu barevneˇ odliˇsena (cˇerna´-s 6xHis-kotvou, cˇervena´-
bez 6xHis-kotvy)
Podle teˇchto meˇrˇen´ı bylo zrˇejme´, zˇe mrPrP s odsˇteˇpenou 6xHis-kotvou (na rozd´ıl
od proteinu s 6xHis-kotvou) vykazuje spra´vny´ obsah α-helika´ln´ı sekunda´rn´ı struktury,
avsˇak pouze prˇi pH 6,0 a 7,0.
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5.4 Neenzymaticka´ modifikace mysˇ´ıho rekombinan-
tn´ıho proteinu (mrPrP)
5.4.1 Neenzymaticka´ modifikace mrPrP kyselinou glyoxalovou
Renaturovany´ a purifikovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy byl neenzymaticky modifikova´n
kyselinou glyoxalovou (GA) o vy´sledny´ch koncentrac´ıch 0,5; 5; 50 mM v renaturacˇn´ım
pufru prˇi pH 7,0 (kap. 4.2.11). Modifikace prob´ıhala prˇes noc prˇi teploteˇ 4oC. Stejny´m
zp˚usobem byly inkubova´ny i kontroln´ı vzorky mrPrP bez 6xHis-kotvy, a to jak pouze
s 1 mM NaBH3CN, tak i v cˇiste´m pufru. Modifkovane´ i nemodifikovane´ vzorky byly
zcentrifugova´ny prˇi 18200 g, 15 minut, 4oC a pote´ byly supernatanty, pelety i nezcen-
trifugovane´ vzorky analyzova´ny pomoc´ı SDS-PAGE (kap. 4.2.13), western blotu (kap.
4.2.14) a denzitometrie (zna´zorneˇno na obr. 5.16; obr. 5.18, str. 65 a obr. 5.17, str. 64).
10
15
25
35
40
55
70
100
130
170
Obra´zek 5.16: SDS elektroforeogram zachycuj´ıc´ı pr˚ubeˇh neenzymaticke´ modifikace mrPrP ky-
selinou glyoxalovou prˇi pH 7,0, jednotlive´ dra´hy zna´zornˇuj´ı: MW - SDS marker molekulovy´ch
hmotnost´ı; 1 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA; 2 - rozpustny´
mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA; 3 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po
modifikaci 50 mM GA; 4 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN; 5 - rozpustny´
mrPrP bez 6xHis-kotvy;
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Obra´zek 5.17: Graf zna´zornˇuj´ıc´ı mnozˇstv´ı mrPrP beˇhem neenzymaticke´ modifikace mrPrP
kyselinou glyoxalovou (GA) prˇi pH 7,0 vyja´drˇene´ v procentech pocˇa´tecˇn´ıho mnozˇstv´ı pro-
teinu (vzorek 12. mrPrP s 6xHis-kotvou) urcˇeny´ch pomoc´ı denzitometrie, jednotlive´ sloupce
zna´zornˇuj´ı: 1 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA; 2 - rozpustny´
mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA; 3 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po
modifikaci 50 mM GA; 4 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN; 5 - rozpustny´
mrPrP bez 6xHis-kotvy
Dı´ky modifikaci dosˇlo ke zvy´sˇen´ı molekulove´ hmotnosti mrPrP v za´vislosti na kon-
centraci kyseliny glyoxalove´ (obr. 5.16, str. 63). Beˇhem te´to reakce vsˇak docha´z´ı k
u´bytku proteinu vlivem nespecificke´ agregace, cozˇ je patrne´ na obr. 5.17. Pomoc´ı speci-
ficke´ protila´tky proti modifikovane´mu prionove´mu proteinu EM31 bylo mozˇne´ sledovat
vzr˚ustaj´ıc´ı stabilutu modifikovane´ho proteinu v za´visloti na zvysˇuj´ıc´ı se koncentraci
kyseliny glyoxalove´ (obr. 5.18, str. 65).
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Obra´zek 5.18: Western blot (obarveny´ prima´rn´ı protila´tkou EM31 v pomeˇru 1:2000 a sekunda´rn´ı
protila´tkou DAM AP v pomeˇru 1:8000) zachycuj´ıc´ı pr˚ubeˇh neenzymaticke´ modifikace mrPrP kyse-
linou glyoxalovou prˇi pH 7,0, obarveny´ monoklona´ln´ı protila´tkou EM31 (1:2000), specifickou v˚ucˇi
modifikovane´mu proteinu, jednotlive´ dra´hy zna´zornˇuj´ı: MW - SDS marker molekulovy´ch hmotnost´ı;
1 - necentrifugovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA; 2 - mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 0,5 mM GA, supernatant; 3 - mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA, peleta;
4 - necentrifugovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA; 5 - mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 5 mM GA, supernatant; 6 - mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA, peleta;
7 - necentrifugovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 50 mM GA; 8 - mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 50 mM GA, supernatant; 9 - mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 50 mM GA, pe-
leta; 10 - necentrifugovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN; 11 - mrPrP bez 6xHis-kotvy
s 1 mM NaBH3CN, supernatant; 12 - mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN, peleta; 13 - ne-
centrifugovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy; 14 - necentrifugovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, supernatant;
15 - necentrifugovany´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, peleta
5.4.2 Sˇteˇpen´ı mrPrP pomoc´ı proteinasy K
Po neenzymaticke´ modifikaci kyselinou glyoxalovou (GA) byly vsˇechny modifikovane´ i
kontroln´ı vzorky sˇteˇpeny proteinasou K (PK) o vy´sledny´ch koncentrac´ıch 0; 0,5; 5; 50
µg/ml v renaturacˇn´ım pufru prˇi pH 7,0 (kap. 4.2.12). Vzorky rozsˇteˇpene´ho proteinu
byly analyzova´ny pomoc´ı western blotu (kap. 4.2.14) (zna´zorneˇno na obr. 5.19, str. 66),
na ktere´m bylo mozˇne´ videˇt, zˇe modifikovany´ protein byl stejneˇ jako nemodifkovany´
plneˇ sˇteˇpen jizˇ prˇi nejnizˇsˇ´ı koncentraci proteinasy K.
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Obra´zek 5.19:Western blot (obarveny´ prima´rn´ımi protila´tkami AG4 (1:4000) a AH6 (1:2000)
a sekunda´rn´ı protila´tkou DAM AP v pomeˇru 1:8000) zachycuj´ıc´ı pr˚ubeˇh sˇteˇpen´ı proteinasou
K, jednotlive´ dra´hy zna´zornˇuj´ı: MW - SDS marker molekulovy´ch hmotnost´ı; 1 - rozpustny´
mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA, 0,5 µg/ml PK; 2 - rozpustny´ mrPrP bez
6xHis-kotvy po modifikaci 0,5 mM GA, 5 µg/ml PK; 3 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 0,5 mM GA, 50 µg/ml PK; 4 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci
0,5 mM GA, 0 µg/ml PK; 5 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA,
0,5 µg/ml PK; 6 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA, 5 µg/ml PK;
7 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA, 50 µg/ml PK; 8 - rozpustny´
mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 5 mM GA, 0 µg/ml PK; 9 - rozpustny´ mrPrP bez
6xHis-kotvy po modifikaci 50 mM GA, 0,5 µg/ml PK; 10 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy
po modifikaci 50 mM GA, 5 µg/ml PK; 11 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci
50 mM GA, 50 µg/ml PK; 12 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy po modifikaci 50 mM GA,
0 µg/ml PK; 13 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN, 0,5 µg/ml PK; 14 -
rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN, 5 µg/ml PK; 15 - rozpustny´ mrPrP
bez 6xHis-kotvy s 1 mM NaBH3CN, 50 µg/ml PK; 16 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy
s 1 mM NaBH3CN, 0 µg/ml PK; 17 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, 0,5 µg/ml PK;
18 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, 5 µg/ml PK; 19 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy,
50 µg/ml PK; 20 - rozpustny´ mrPrP bez 6xHis-kotvy, 0 µg/ml PK
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Kapitola 6
Diskuse
Podarˇilo se na´m prˇipravit mysˇ´ı rekombinantn´ı prionovy´ protein (mrPrP 23-231) expri-
movany´ v bunˇka´ch E.coli BL21(DE3)RIL v podobeˇ inkluzn´ıch teˇl´ısek, optimalizovat
proces purifikace a renaturace proteinu pouzˇit´ım dvou typ˚u afinitn´ı chromatografie a
z´ıskat tak dostatecˇne´ mnozˇstv´ı cˇiste´ho proteinu bez 6xHis-kotvy. Abychom oveˇrˇili, zda
je protein spra´vneˇ sbaleny´ a vykazuje spra´vny´ obsah α-helika´ln´ı sekunda´rn´ı struktury
(36%) publikovany´ pro buneˇcˇny´ prionovy´ protein (PrPC) [83], pouzˇili jsme metodu
meˇrˇen´ı spekter cirkula´rn´ıho dichroismu (CD spektroskopie).
• Prˇ´ıprava mysˇ´ıho rekombinantn´ıho prionove´ho proteinu (mrPrP)
Exprimovany´ protein v podobeˇ inkluzn´ıch teˇl´ısek byl nejprve rozpusˇteˇn v pufru s
8 M mocˇovinou a pote´ purifikova´n na afinitn´ı matrici Ni-NTA Agarose. Du˚kladne´
odstraneˇn´ı 2-merkaptoethanolu a za´rovenˇ prˇeveden´ı proteinu do pufru, jezˇ ma´ pH
8,0 a obsahuje opeˇt 8 M mocˇovinu, bylo velmi d˚ulezˇite´ pro efektivn´ı pr˚ubeˇh reakce
s oxidovany´m glutathionem, protozˇe oxidace prob´ıha´ v denaturuj´ıc´ım prostrˇed´ı
pouze prˇi tomto za´sadite´m pH. Pr˚ubeˇh oxidace mohl by´t sledova´n pomoc´ı SDS-
PAGE (obr. 5.10, str. 57 a obr. 5.11, str. 58) vzhledem k faktu, zˇe reduko-
vana´ a oxidovana´ forma mrPrP vykazuj´ı zda´nliveˇ r˚uznou molekulovou hmotnost,
tedy prˇesneˇji r˚uznou elektroforetickou pohyblivost. Tento efekt je pravdeˇpodobneˇ
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zp˚usoben t´ım, zˇe oxidovana´ forma zauj´ıma´ prˇi vytvorˇen´ı disulfidicke´ vazby kom-
paktneˇjˇs´ı usporˇa´da´n´ı a jev´ı se tedy jako mensˇ´ı v porovna´n´ı s redukovanou for-
mou proteinu. Tento na´zor potvrzuj´ı i vy´sledky z´ıskane´ metodou HPLC (obr.
5.9, str. 56), kde bylo mozˇne´ sledovat rozd´ılne´ vymy´va´n´ı obou forem proteinu z
kolony v za´vislosti na jejich prostorove´m usporˇa´da´n´ı. Samotna´ oxidace ovsˇem ni-
kdy neprobeˇhne u´plneˇ, nen´ı tedy oxidova´n vesˇkery´ protein. Vysveˇtlit to mu˚zˇeme
tak, zˇe vzhledem k nutnosti odstraneˇn´ı 2-merkaptoethanolu prˇed samotnou oxi-
dac´ı mus´ı by´t redukovany´ protein dialyzova´n a beˇhem tohoto procesu docha´z´ı
k cˇa´stecˇne´ nespecificke´ oxidaci proteinu. Takto modifikovany´ protein nemu˚zˇe jizˇ
by´t oxidova´n glutathionem a beˇhem renaturace docha´z´ı k jeho agregaci. Te´to ne-
specificke´ oxidaci se da´ prˇedejit narˇedeˇn´ım proteinu na koncentraci prˇiblizˇneˇ 100
µg/ml. Na´sledneˇ byl protein renaturova´n dialy´zou do pufru (100 mM NaH2PO4)
o pH 5,0; 6,0; 7,0 a 8,0 a pomoc´ı thrombinu, jenzˇ vykazuje i v takto sˇiroke´m roz-
mez´ı pH prˇijatelnou aktivitu, byla 6xHis-kotva odsˇteˇpena. Po sˇteˇpen´ı bylo nutne´
thrombin odstranit a toho bylo dosazˇeno pomoc´ı druhe´ afinitn´ı chromatografie na
afinitn´ı matrici Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow. U´cˇinnost tohoto kroku byla
oveˇrˇena pomoc´ı western blotu, jenzˇ byl obarven koz´ı polyklona´ln´ı protila´tkou K-20
(specifickou proti thrombinu) (obr. 5.11, str. 60). Pr˚ubeˇh cele´ho procesu purifi-
kace a renaturace proteinu popisuje graf zna´zornˇuj´ıc´ı mnozˇstv´ı pozˇadovane´ formy
mrPrP vyja´drˇene´ v procentech celkove´ho mnozˇstv´ı proteinu ve vzorku prˇi jed-
notlivy´ch kroc´ıch (obr. 5.13, str. 60). Hodnoty v tomto grafu byly urcˇeny pomoc´ı
denzitometrie a vid´ıme na nich nar˚ustaj´ıc´ı cˇistotu proteinu v procentech. Podle
teˇchto vy´sledk˚u mu˚zˇe by´t urcˇena cˇistota vy´sledne´ho mrPrP bez 6xHis-kotvy jako
> 95% (vzhledem k experimenta´ln´ı chybeˇ). Dalˇs´ı graf (obr. 5.14, str. 61) ukazuje
koncentrace proteinu v µg/ml spocˇtene´ z hodnot absorbance prˇi 280 nm. Cel-
kovy´ vy´teˇzˇek cˇiste´ho mrPrP bez 6xHis-kotvy po odstraneˇn´ı thrombinu (spocˇteny´
z hodnot v grafu na obr. 5.14, str. 61) je 4 mg v 80 ml vzorku.
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• CD spektroskopie
Z u´vodn´ıch meˇrˇen´ı CD spekter bylo zrˇejme´, zˇe mrPrP s 6xHis-kotvou nevykazuje
spra´vny´ obsah α-helika´ln´ı sekunda´rn´ı struktury publikovany´ pro PrPC (36%) [83].
Stejneˇ tak bylo jasne´, zˇe i pH pufru, ve ktere´m je protein renaturova´n, ma´ vliv
na spra´vne´ sbalen´ı proteinu. Proto byla samotna´ renaturace a posle´ze i meˇrˇen´ı
CD spekter provedeno prˇi cˇtyrˇech hodnota´ch pH s proteinem s 6xHis-kotvou i bez
6xHis-kotvy. Z nameˇrˇeny´ch spekter bylo videˇt, zˇe prˇi pH 6,0 a pH 7,0 mrPrP bez
6xHis-kotvy vykazuje spra´vnou strukturu a je tedy vhodneˇ sbalen (obr. 5.15, str.
62). Pro jednoduche´ prˇibl´ızˇen´ı lze rˇ´ıci, zˇe PrPC , a tedy i rozpustny´ rekombinantn´ı
prionovy´ protein s prˇevazˇuj´ıc´ım mnozˇstv´ım α-helix˚u, se prˇ´ı meˇrˇen´ı CD spekter
projev´ı jako krˇivka s dvojity´m minimem prˇi 208 a 222 nm a se za´pornou hodnotou
mola´rn´ı elipticity 15 000-20 000 deg.cm2/dmol [84]. Tato meˇrˇen´ı ale nejsou prˇ´ıliˇs
prˇesna´ a slouzˇ´ı pouze jako prˇiblizˇne´ oveˇrˇen´ı struktury spra´vneˇ sbalene´ho proteinu
porovna´n´ım s jizˇ publikovany´mi vy´sledky.
• Neenzymaticka´ modifikace mysˇ´ıho rekombinantn´ıho proteinu (mrPrP)
Pro studium neenzymaticke´ modifikace mrPrP kyselinou glyoxalovou bylo zvoleno
pH 7,0 a to z d˚uvod˚u prˇ´ıtomnosti NaBH3CN, jenzˇ se chova´ nestabilneˇ uzˇ prˇi slabeˇ
kysele´m pH, avsˇak pro pr˚ubeˇh modifikacˇn´ı reakce je nezbytny´. Modifikace mrPrP
bez 6xHis-kotvy byla provedena kyselinou glyoxalovou, a to ve tˇrech r˚uzny´ch
koncentrac´ıch (0,5 mM, 5 mM, 50 mM), vzˇdy s kyanoborohydridem sodny´m o
vy´sledne´ koncentraci 1 mM. Reakce zp˚usob´ı nava´za´n´ı kyseliny glyoxalove´ na kon-
covou aminoskupinu prˇ´ıslusˇne´ aminokyseliny (prˇedevsˇ´ım lysinu nebo argininu) a
da´ vznik karboxymethylovane´ aminoskupineˇ v polypeptidove´m rˇeteˇzci proteinu.
Podle pocˇtu modifikovany´ch aminoskupin se takto zvy´sˇ´ı i samotna´ molekulova´
hmotnost cele´ho proteinu (vzˇdy o hodnotu 58 g/mol na jednu modifikovanou ami-
noskupinu). To lze velice dobrˇe videˇt na vy´sledc´ıch SDS-PAGE a western blotu
(obr. 5.16, str. 63 a 5.18, str. 65), jenzˇ byl obarven monoklona´ln´ı protila´tkou
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EM31, ktera´ se specificky va´zˇe pouze na modifikovany´ protein. Z vy´sledk˚u denzi-
tometrie (obr. 5.17, str. 64) je jasne´, zˇe prˇi modifikaci docha´z´ı k u´bytku proteinu
v d˚usledku agregace. Na western blotu lze videˇt prˇ´ımo rozpustnou i nerozpustnou
frakci proteinu modifikovane´ho trˇemi r˚uzny´mi koncentracemi kyseliny glyoxalove´
a z teˇchto vy´sledk˚u je mozˇne´ usoudit, zˇe za vzr˚ustaj´ıc´ı stabilitou rozpustne´ho
proteinu stoj´ı zvysˇuj´ıc´ı se koncentrace kyseliny glyoxalove´. Je totizˇ zrˇejme´, zˇe
mnozˇstv´ı nerozpustne´ frakce, tedy pelety, klesa´ se zvysˇuj´ıc´ı se koncentrac´ı kyse-
liny glyoxalove´ v reakci neenzymaticke´ modifkace, stejneˇ jako mnozˇstv´ı dimer˚u
mrPrP, viditelny´ch na western blotu. Takto modifikovany´ protein byl spolu s ne-
modifikovany´m proteinem podroben reakci s proteinasou K. Tato reakce mu˚zˇe
slouzˇit do jiste´ mı´ry jako oveˇrˇen´ı struktury prionove´ho proteinu, nebot’ je zna´mo,
zˇe PrPC , tedy obecneˇ rozpustny´ buneˇcˇny´ prionovy´ protein, vykazuje vysokou cit-
livost v˚ucˇi proteoly´ze. Pokud ale dojde k prˇechodu k me´neˇ rozpustny´m forma´m
prionove´ho proteinu, lze na western blotu videˇt urcˇitou rezistenci v˚ucˇi sˇteˇpen´ı
proteinasou K. V nasˇem prˇ´ıpadeˇ (obr. 5.19, str. 66) nedosˇlo k zˇa´dny´m zmeˇna´m v
citlivosti proteinu v˚ucˇi proteinase K, a to ani jak v prˇ´ıpadeˇ modifikovany´ch, tak
nemodifikovany´ch vzork˚u proteinu. Nasˇe dosavadn´ı vy´sledky jsou tedy v souladu s
vy´sledky jizˇ publikovany´mi, ktere´ tvrd´ı, zˇe samotna´ glykace je deˇj velmi specificky´
a u´cˇastn´ı se ho pouze neˇktere´ aminokyseliny na N-koncove´ cˇa´sti proteinu (viz. kap.
2.3.4). Je tedy pravdeˇpodobne´, zˇe tato reakce ovlivnˇuje stabilitu cele´ molekuly,
avsˇak vzhledem k lokalizaci modifikovatelny´ch aminokyselin nema´ vliv na citli-
vost proteinu v˚ucˇi proteinase K (u´sek rezistentn´ı v˚ucˇi proteoly´ze se nacha´z´ı na
C-konci proteinu). Dalˇs´ı vy´zkum nasˇ´ı laboratorˇe se v budoucnu zameˇrˇ´ı na prˇesnou
identifikaci modifikovany´ch aminokyselin metodami hmotnostn´ı spektroskopie a
studium konformacˇn´ıch zmeˇn v molekule modifikovane´ho proteinu pomoc´ı CD
spektroskopie.
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Kapitola 7
Za´veˇr
• Na za´kladeˇ litera´rn´ıch u´daj˚u jsem zpracovala prˇehled vy´zkumu prionovy´ch one-
mocneˇn´ı. Prˇedevsˇ´ım jsem se zameˇrˇila na studium prionove´ hypote´zy a jej´ıho de-
finitivn´ıho proka´za´n´ı. S t´ımto te´matem u´zce souvis´ı i vy´zkum soustrˇedeˇny´ na
hleda´n´ı mozˇny´ch kofaktor˚u prionove´ho proteinu d˚ulezˇity´ch prˇi samotne´ konverzn´ı
reakci PrPC na PrPSc.
• Prˇipravila jsem rekombinantn´ı mysˇ´ı prionovy´ protein mrPrP 23-231 s 6xHis-
kotvou i bez 6xHis-kotvy.
• Vy´teˇzˇek cˇiste´ho mrPrP 23-231 byl 4 mg z 1 litru buneˇcˇne´ kultury a jeho cˇistota
byla > 95%. Takto prˇipraveny´ protein byl analyzova´n pomoc´ı CD spektroskopie,
jezˇ oveˇrˇila spra´vne´ sbalen´ı renaturovane´ho proteinu a objasnila nutnost odsˇteˇpen´ı
6xHis-kotvy.
• Rekombinantn´ı mrPrP 23-231 byl pouzˇit ke studiu neenzymaticke´ modifikace pro-
teinu kyselinou glyoxalovou a jej´ıho vlivu na stabilitu modifikovane´ho proteinu.
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Seznam zkratek
AGEs ”advanced glycation end products”
BCIP/NBT ”5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium”
BSE bovinn´ı spongiformn´ı encefalopatie
CD cirkula´rn´ı dichriosmus
CJD Creutzfeld-Jakobova choroba
CNS centra´ln´ı nervova´ soustava
DMSO dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonukleova´ kyselina
DNAsa deoxyribonukleasa
dNTP’s deoxynukleotidtrifosfa´ty
Dpl ”doppel” protein
E.coli Escherichia coli
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova´
GPI glykosylfosfatidylinositol
GSSG oxidovany´ glutathion
HPLC ”high pressure liquid chromatography”
IIM 1stFM CU ”Institute of Immunology and Microbiology,
1st Faculty of Medicine, Charles University”
IPTG isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid
LB Luria-Bertani
mrPrP mysˇ´ı rekombinantn´ı prionovy´ protein
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NF-κβ ”nuclear factor-κβ”
Ni-NTA ”nickel-nitrilotriacetic acid”
OD opticka´ hustota
PBS ”phosphate buffered saline”
PCR polymera´zova´ rˇeteˇzova´ reakce
PK proteinasa K
PMCA ”protein misfolding cyclic amplification”
PMSF fenylmethylsulfonylfluorid
POPG 1-palmitoyl-2-oleoyl-fosfatidylglycerol
Prnd gen ko´duj´ıc´ı Dpl
Prpn gen ko´duj´ıc´ı PrP
PrP prionovy´ protein
PrP27-30 rezistentn´ı fragment prionove´ho proteinu po sˇteˇpen´ı proteinasou K
PrPC buneˇcˇny´ prionovy´ protein
PrP-res rezistentn´ı prionovy´ protein
PrPSc ”scrapie” prionovy´ protein
QUIC ”quaking-induced” konverzn´ı esej
RAGE receptor pro AGEs
RNA ribonukleova´ kyselina
RNAsa ribonukleasa
rpm pocˇet ota´cˇek za minutu
SDS dodecylsulfa´t sodny´
SDS-PAGE polyakrylamidova´ gelova´ elektrofore´za v prˇ´ıtomnosti SDS
Sho ”shadoo” protein
Srpn gen ko´duj´ıc´ı Sho
TBE ”Tris/Borate/EDTA ”
TBS ”Tris buffered saline”
TBS-T ”Tris buffered saline-Tween”
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TEMED tetramethylethylendiamin
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
TSE transmisn´ı spongiformn´ı encefalopatie
U´DMP 1. LF UK U´stav deˇdicˇny´ch metabolicky´ch poruch 1. le´karˇske´ fakulty
Univerzity Karlovy
U´HKT U´stav hematologie a krevn´ı transfu´ze
U´IM 1. LF UK U´stav imunologie a mikrobiologie 1. le´karˇske´ fakulty
Univerzity Karlovy
U´OCHB AV CˇR U´stav organicke´ chemie a biochemie Akademie veˇd
Cˇeske´ republiky, v.v.i.
UV ultrafialova´ oblast
vCJD variantn´ı Creutzfeld-Jakobova choroba
Trˇ´ıp´ısmenne´ a jednop´ısmenne´ zkratky aminokyselin
A Ala alanin M Met methionin
C Cys cystein N Asn asparagin
D Asp kyselina asparagova´ P Pro prolin
E Glu kyselina glutamova´ Q Gln glutamin
F Phe fenylalanin R Arg arginin
G Gly glycin S Ser serin
H His histidin T Thr threonin
I Ile isoleucin V Val valin
K Lys lysin W Trp tryptofan
L Leu leucin Y Tyr tyrosin
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Svoluji k zap˚ujcˇen´ı te´to pra´ce pro studijn´ı u´cˇely a pros´ım, aby byla rˇa´dneˇ vedena evi-
dence vyp˚ujcˇovatel˚u.
